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DESCRIPCIÓN
Polimerasa lambda de ADN y sus usos.
Campo de la invención
La presente invención se refiere a la identificación y aislamiento de una ADN polimerasa y las utilizaciones de
esta polimerasa. En particular, la presente invención describe la secuencia nucleotídica del gen humano para la ADN
polimerasa lambda (Pol λ), la secuencia de aminoácidos de Pol λ, y la secuencia de aminoácidos de varias isoformas
derivadas del splicing alternativo de su ARNm. La asociación de varias de estas isoformas con muestras tumorales
hace que el Pol λ sea un marcador de diagnóstico, pronóstico y evolución de procesos tumorales.
Antecedentes de la invención
Una de las primeras hipótesis sobre la existencia de mecanismos reparadores de ADN postulaba que el ADN
presente en las células germinales de organismos multicelulares podría estar protegido del daño, y consecuentemente
del envejecimiento, gracias a una reparación eficaz del ADN asociada a meiosis. Por el contrario, las células somáticas
serían mucho más vulnerables al daño en el ADN debido a que poseen una menor capacidad de reparación del ADN.
Sin embargo, actualmente se ha demostrado que existen varias maquinarias de reparación de ADN, que actúan también
a nivel somático y que se encargan de la eliminación de la mayoría del daño y alteraciones del genoma y que el exceso
de daño o la disfunción de estos mecanismos de protección pueden conducir a un envejecimiento prematuro y muerte
celular, o bien, favorecer la proliferación que caracteriza los procesos tumorales.
En mamíferos, existe una correlación entre la longevidad de las diferentes especies y su capacidad para llevar a cabo
la reparación de ADN. Además, el envejecimiento puede ser acelerado por tratamientos que dañan el ADN, o debido
a defectos genéticos en genes implicados en la reparación de ADN. En la especie humana, una de las piezas clave
en el proceso de envejecimiento es la degeneración del Sistema Nervioso Central (SNC) y que ha sido relacionada
con su gran sensibilidad a agentes genotóxicos. Está muy ampliamente aceptado que la mayoría de las enfermedades
neurodegenerativas, que en algunos casos presentan síntomas de envejecimiento prematuro del Sistema Nervioso
Central son debidas a la acumulación de daños en el ADN.
Además, la fijación de mutaciones debido a los defectos de reparación del ADN (mutaciones somáticas) pueden
causar la transformación celular. La carcinogénesis es un proceso complejo que se inicia por un daño en el ADN,
sigue por la mutación o translocación de un segmento de ADN génica y finalmente una transformación fenotípica
de la célula. Se encuentra bien documentado que algunos genes normales (proto-oncogenes) se pueden convertir en
tumorales (oncogenes) por la acción de diversos agentes que provocan rotura de las cadenas de ADN. A menudo
estos cambios afectan directamente la secuencia del proto-oncogén, que se transloca a otro punto de fractura de un
cromosoma diferente. Tal y como se ha descrito en la técnica, la mayoría de las células poseen sistemas de reparación
de ADN que reconocen y eliminan este daño genómico. La ausencia o el mal funcionamiento de estos sistemas
provocaría aumentaría la probabilidad de transformación de la célula. La poli (ADP-ribosa) polimerasa PARP) fue
una de las primeras enzimas implicadas en la reparación del ADN de la fractura en las cadenas de ADN. Se observó
que su actividad era mayor en los núcleos de fibroblastos transformados por SV40 que en aquellos de control. De
forma similar, se observó que la actividad enzimática de PARP era superior en células leucémicas que en células
normales, y el mismo incremento se observó en la mucosa de pacientes con cáncer colorectal actividad que en mucosa
de individuos sanos [Miwa et al, Arch. Biochem. Biophys. 181:313-321 (1977); Burzio et al., Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 149:933-938 (1975); Hirai et al., Cancer Res. 43:3441-3446 (1983)]. Estos trabajos concluyeron que la actividad
de esta ADN polimerasa de PARP se ve incrementada tras un daño de ADN. Además, la inhibición de la actividad
de polimerización de PARP mediante la adición de fármacos específicos producía un incremento en el daño de ADN
genómico y en el riesgo de transformación oncogénica [Harris, Int. J. Radiat. Biol. 48:675-690 (1985)]. Estos datos
condujeron a postular el uso de PARP como un marcador tumoral e incluso como un indicador de la predisposición a
padecer cáncer, ver Patente de Estados Unidos No. 5449605.
Por otro lado, se ha demostrado recientemente que los carcinomas colorectales no hereditarios, y aproximadamente
el 15% de los tumores esporádicos gástricos, se caracterizan por la inestabilidad de secuencias repetitivas en el ADN
(microsatélites). Este fenotipo, denominado fenotipo mutador, está acompañado por un incremento de varios cientos de
veces en mutaciones espontáneas [Eshleman y otros (1995), Oncogene 10, 33-37; Eshleman y otros (1996), Oncogene
12, 1425-1432], que parece ser debido a la disfunción de genes implicados en el proceso de reparación de errores de
replicación de ADN [Hoffman and Cazaux, (1998) Int. J. Oncol. 12, 377-382; Umar y Kunkel, (1996) Eur. J. Biochem.
238, 297-307]. De este modo, la propensión a cáncer de colon se puede basar en la existencia de una mutación germinal
(hereditaria) en alguno de los genes (hMSH2, hMLH1, PMS1, PMS2, hMSH3 y hMSH6) requeridos para la reparación
postreplicativa (mismatch repair) [Prolla, y otros (1998) Nature Genetics 18, 276-279]; una segunda mutación, que
podría aparecer como consecuencia de errores de reparación del ADN, podría aumentar el fenotipo mutador si recae
sobre el otro alelo del mismo gen, o sobre otros genes implicados en la reparación de ADN (segundo mutador),
permitiendo la selección adicional de variantes proliferativas, lo que desencadenará la formación de un tumor. Estas
mutaciones se han descrito en dos genes humanos implicados en el mismatch repair (hMSH3 y hMSH6) en pacientes
con cáncer de colon hereditario, y consisten frecuentemente en cambios de pauta de lectura (frame shift) que ocurren
en series consecutivas de residuos de adenina y citosina [Yamamoto, y otros (1998) Cancer Res. 58, 997-1003].
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Hasta la fecha, no existe ninguna evidencia de la participación de la Pol β en el proceso de “mismatch repair”.
Sin embargo, en algunos carcinomas de mama y colorectal se ha demostrado la existencia de una deleción específica
(aminoácidos 208 a 236), próximos al sitio activo, en uno de los alelos de la Pol β [Battacharyya y Banerjee (1997)
P. N. A. S. USA 94, 10324-10329]. Además, el 83% de las muestras de cáncer de colon humanas presentaban algún
tipo de mutación en el gen de la Pol β [Wang, y otros (1992), Cancer Res. 52, 4824-4827; Dobashi, y otros (1995),
Hum. Genet. 95, 389-390]. También se ha demostrado una incidencia de mutaciones en Pol β asociadas a cáncer de
vejiga, pero en este caso se encontraron asociadas a otras mutaciones en genes supresores de tumores como p16 o
RB [Matsuzaki, y otros (1996) Mol. Carcinog. 15, 38-43]. Los intentos por demostrar la importancia de la Pol β en
tumorogénesis no han sido satisfactorios, ya que la deleción del gen en línea germinal de Pol β resultó en un fenotipo
letal [Gu y otros, (1994) Science 265, 103-106].
Hasta la fecha se han descrito 10 ADN polimerasas celulares eucarióticas (ADN polimerasas α, β, γ, δ, ε, ζ, η, θ,
τ y κ). De ellas, las ADN polimerasas α, β y ε, son las ADN polimerasas replicativas [Wood y Shivji, (1997) Carcino-
genesis 18, 605-610]. La mayoría de mecanismos de reparación de ADN implican pasos de síntesis que reemplazan
nucleótidos dañados o la unión de extremos de ADN fracturados. Uno de los mecanismos más frecuentes de reparación
en la célula es la escisión de base (base excission repair), que elimina bases ligeramente modificadas o nucleótidos
abásicos. El enzima de síntesis de ADN implicado en este proceso parece ser Pol β, con la participación de la proteína
XRCC1 y la ADN ligasa III [Dianov y Lindahl, (1994) Nature 362, 709-715; Sobol y otros (1996) Nature 379, 183-
186; Nicholl y otros (1997) Biochemistry 36, 7557-7566]. Se ha especulado con la existencia de un proceso alternativo
a mayor escala, que implicaría al factor de procesividad (PCNA), y a las ADN polimerasas δ y ε. La eliminación de los
dímeros de timina y de aductos voluminosos en ADN, llevado a cabo en un proceso conocido como “nucleotide excis-
sion repair” implicar también las ADN polimerasas δ o ε. De la misma manera, para la catalización de la corrección
postreplicativa de los errores de inserción (mismatch repair), se recurre de nuevo a las ADN polimerasas δ y ε., ya que
este proceso se lleva a cabo eficientemente en células deficientes en Pol β. La expresión de Pol β, un gen doméstico,
es constante, no es estimulada por crecimiento celular, ni está sometida a un control de ciclo celular [Zmudzka y otros
(1988) Nucleic Acids Res. 16, 9587-9596]. Obviamente, ya que la reparación de errores de replicación está acoplada
al proceso de replicación de ADN, ambos procesos deberían estar corregulados. Las ADN polimerasas ξ, η, y θ y no
serían adecuadas para la reparación de errores de replicación. En cambio, sus propiedades bioquímicas soportan que
estas enzimas están implicadas en el bypass de lesiones de ADN, una alternativa a la reparación de ADN. [Lawrence y
Hinkle, (1996) Cancer Surv. 28, 21-31; Masutani y otros (1999) Nature 399, 700-704; Sharief y otros (1999) Genomics
1,90-96].
Por lo tanto aún es un problema de la técnica la identificación de ADN polimerasas nuevas implicadas en la ad-
quisición de un fenotipo mutador. Estas polimerasas pueden ser de gran importancia clínica, ya que proporcionan
herramientas para identificar individuos con predisposición de desarrollar cáncer, así como para mejorar la eficacia
de la vigilancia clínica necesaria para una detección precoz e intervención en estadios tempranos [de la Chapelle y
Peltomaki, P. (1995) Annu Rev. Genet. 29, 329-348] y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas basados en estos
objetivos. También es posible que algunas de estas ADN polimerasas puedan estar implicadas en enfermedades dege-
nerativas del sistema nervioso central, ya que estos procesos están relacionados probablemente con una reparación de
ADN defectuosa o propensa a error.
Descripción resumida de la invención
De forma general, la presente invención describe la secuencia nucleotídica de genes humanos y murinos para
la ADN polimerasa lambda (Pol λ), la secuencia de aminoácidos de Pol λ y la secuencia de aminoácidos de varias
isoformas derivadas de un procesamiento (splicing) alternativo de su ARNm. Igualmente se describe la asociación
de varias de estas isoformas con muestras tumorales por lo que pueden ser un marcador de presencia, desarrollo y
pronóstico de algunos procesos tumorales. También se describe una variante alélica correspondiente a un poliformismo
de nucleótido único localizado próximo al sitio activo y una mutación doble próxima a la Poli A que podría estar
relacionada con la tumorogénesis. Además, el hecho de que la Pol λ es una ADN polimerasa con una fidelidad de
inserción muy baja abre la posibilidad de que la desregulación de este enzima pueda incrementar la frecuencia de
mutación del genoma, en células germinales y somáticas. Además, la alteración de la expresión de Pol λ podría ser
relevante en procesos patológicos asociados con deficiencias en la reparación de ADN, que conducen a la aparición
del fenotipo mutador.
Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invención proporciona un polipéptido de ADN polimerasa
λ (Pol λ) aislado que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEC ID No:4. Esta es la secuencia
de aminoácido de tipo salvaje de Pol λ humana. En otros aspectos relacionados, la presente invención proporciona
polipéptidos aislados que son isoformas de Pol λ, teniendo los polipéptidos las secuencias de aminoácidos establecidas
en SEC ID Nos: 7, 9 y 11.
En una aspecto adicional, la presente invención proporciona un polipéptido de ADN polimerasa λ (Pol λ) aislado
que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en SEC ID No: 2. Esta es la secuencia de aminoácidos de tipo
salvaje de Pol λ murino.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un polipéptido aislado que tiene más de un 60% de
homología en la secuencia de aminoácidos con cualquiera de las secuencias de aminoácidos de Pol λ anteriores. En
un aspecto adicional, la presente invención proporciona un polipéptido aislado codificado por un ácido nucleico capaz
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de hibridarse a uno de las secuencias de ácidos nucleicos que codifican Pol λ humano o murino, o una isoforma del
mismo, en condiciones severas.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una sustancia que es un polipéptido que es una secuen-
cia variante o alelo de cualquiera de los polipéptidos anteriores.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una sustancia que es un fragmento o parte activa de
uno de los polipéptidos anteriores que tiene actividad de ADN polimerasa.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona moléculas de ácidos nucleicos que codifican uno de los
polipéptidos anteriores. La secuencia de ADNc de longitud completa Pol λ humana está establecida en la Sec ID No:
4. La secuencia de ADNc de longitud completa Pol x murino está establecida en la Sec ID No: 1 y la correspondiente
secuencia genómica está establecida en la SEC ID No: 3. Las secuencias de ácidos nucleicos de las isoformas humanas
se proporcionan como SEC ID Nos: 6, 8 y 10.
La presente invención también incluye moléculas de ácidos nucleicos que tiene una homología en la secuencia
superior al 90% con una de las secuencias de ácidos nucleicos anteriores. En otras realizaciones, la presente invención
se refiere a secuencias de ácidos nucleicos que se hibridan a la secuencia establecida en SEC ID No: 1, 5, 6, 8 ó 10,
por ejemplo, en condiciones severas, tal y como se describen en la presente.
En aspectos adicionales, la presente invención proporciona un vector de expresión que comprende uno de los áci-
dos nucleicos anteriores unido funcionalmente a secuencias de control para dirigir su expresión, y células huésped
transformadas con los vectores. La presente invención también incluye un procedimiento para producir el polipép-
tido Pol λ, o una isoforma, fragmento o parte activa del mismo, que comprende el cultivo de células huésped y el
aislamiento del polipéptido producido de esta manera.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un vector de expresión que comprende ácido nucleico
de Pol λ para su uso en procedimientos de terapia génica.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una composición que comprende una molécula de ácido
nucleico de Pol λ tal y como se define en la presente.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una composición que comprende uno o más polipépti-
dos Pol λ definidos anteriormente.
En aspectos adicionales, la presente invención proporciona los polipéptidos o moléculas de ácido nucleico de Pol
λ anteriores para su uso en procedimientos de tratamiento médico.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona el uso de un polipéptido Pol λ para el cribado de
compuestos candidatos que (a) comparten una actividad biológica de Pol λ o (b) se unen al polipéptido Pol λ o (c)
inhiben una actividad biológica de un polipéptido Pol λ, por ejemplo, para buscar miméticos peptídicos o no peptídicos
de los polipéptidos Pol λ para desarrollarse como compuestos principales en la investigación farmacéutica.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona anticuerpos capaces de unirse específicamente a los
polipéptidos Pol λ anteriores. Estos anticuerpos se pueden utilizar en ensayos ara detectar u cuantificar la presencia de
polipéptido Pol λ, en procedimientos para purificar polipéptidos Pol λ, y como inhibidores de l actividad biológica de
Pol λ.
En un aspecto adicional, el procedimiento de la presente invención para determinar la presencia de ácido nucleico
de Pol λ y/o mutaciones en la secuencia de ácidos nucleicos en una muestra de prueba comprende la detección de
la hibridación del ácido nucleico de la muestra de prueba a una sonda de ácido nucleico basada en las secuencias de
ácidos nucleicos de Pol λ proporcionadas en la presente.
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un procedimiento de amplificación de muestra de
prueba de ácido nucleico que comprende cebar una reacción de ácido nucleico polimerasa con ácido nucleico que
codifica un polipéptido de Pol λ tal y como se ha definido anteriormente. La presente invención también proporciona
la utilización del ácido nucleico anterior en la búsqueda de mutaciones en los genes de Pol λ, por ejemplo, utilizando
técnicas, tales como polimorfismo de conformación de cadena individual (SSCP).
Estos y otros aspectos de la presente invención se describen con más detalle a continuación. A modo de ejemplo, a
continuación se describirán detalladamente las realizaciones de la presente invención con referencia a las figuras que
acompañan.
Breve descripción de las figuras
Figura 1: Representación de la clonación del gen POLL humano. Las diferentes etapas de clonación se representan
mediante la alineación de los diferentes fragmentos de ADNc obtenidos. Los fragmentos 1-3 proceden de placenta. Los
fragmentos 4-14 representan secuencias tomadas de dbEST/base de datos de GenBank, con sus números de acceso.
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El EST identificó como H11886 una deleción interna. Los asteriscos señalan las posiciones respectivas de los codones
de iniciación y de parada.
Figura 2: Amplificación por RT-PCR de ARNm del gen POLL humano. Se han utilizado cebadores para la amplifi-
cación selectiva de la parte del ARNm que muestra diferencias en el splicing. M, marcador de tamaño a) Amplificación
de muestras provenientes de cerebro fetal y adulto, b) Amplificación de muestras provenientes de líneas celulares y de
tumores humanos, y c) Representación esquemática de las variantes de splicing del ARNm de Pol λ por amplificación
por RT-PCR.
Figura 3: Amplificación por RT-PCR de la variante D6 de splicing correspondiente al ARNm de Pol λ. La reacción
se llevó a cabo utilizando cebadores específicos de splicing (descritos en el texto) para amplificar selectivamente la
variante D6 de splicing, en tejidos normales y tumorales. M, marcadores de tamaño; N, tejido normal; T, tejido tumoral;
producto de amplificación no caracterizado.
Figura 4: Amplificación por RT-PCR de la variante D6+7 de splicing correspondiente al ARNm de Pol λ. La reac-
ción se llevó a cabo utilizando cebadores específicos de splicing (descritos en el texto) para amplificar selectivamente
la variante D6 de splicing, en tejidos normales y tumorales. M, marcadores de tamaño; N, tejido normal; T, tejido
tumoral; producto de amplificación no caracterizado.
Figura 5: A. Análisis de polimorfismo conformacional de cadena individual (SSCP) que demuestra la aparición de
una posible variante alélica en la secuencia de codificación de Pol λ humana. Esta variante se observó inicialmente en
una línea celular de cáncer de ovario de CLONTECH (bandas 3 y 4). Las bandas 1 y 2 representan un tejido ovárico
normal. B. Después de la clonación y la secuenciación, se observó un polimorfismo de nucleótido individual (C a T),
situado en la posición 1683 del ADNc de Pol λ humano. Este polimorfismo, confirmado en la población española,
produce un cambio de un residuo de aminoácido (Arg 438 en Trp) en una parte de la enzima situada muy cerca del
sitio activo.
Figura 6: Una variante alélica putativa de Pol λ humana asociada con la aparición de tumores.
Figura 7: muestra que la polimerización de Pol λ está fuertemente inhibida por dNTPs no complementarias (po-
lidT/polidA, 1 mM Mn Cl2, Pol λ (PC 0,5 M), 10 minutos a 30ºC).
Figura 8: muestra que la polimerización de Pol λ está fuertemente inhibida por dNTPs no complementarias utili-
zando una plantilla de polidA/dT en presencia de iones manganeso, o bien, magnesio.
Descripción detallada
Clonación, expresión y caracterización de Pol λ
Debe indicarse que en la solicitud de prioridad, Pol λ se denominaba “Pol κ” y que para que hubiera cierta consis-
tencia con la nomenclatura adoptada desde la fecha de prioridad, la polimerasa de la presente invención se denomina
en la técnica y en la presente como “Pol λ” o “POLL” para el gen que la codifica. En la presente invención, la “actividad
biológica de Pol λ” se refiere a la actividad de estos polipéptidos como ADN polimerasas.
La ADN polimerasa novedosa (Pol λ) de la presente invención se identificó mediante la búsqueda de secuencias
homólogas utilizando la secuencia de aminoácidos de la Pol X del virus de la peste porcina africana (VPPA) como
sonda [Oliveros y otros (1997), J. Biol. Chem. 272, 30899-30911]. Esta ADN polimerasa viral pertenece a la fami-
lia de ADN polimerasas similares a Pol β, denominadas familia de Pol X. Una primera indicación de la existencia
de esta ADN polimerasa se obtuvo mediante la localización de un fragmento de ADN genómico, cuya traducción
mostró una homología baja, pero significativa con los miembros de la familia Pol X, particularmente en las regio-
nes más conservadas del core catalítico. Este fragmento de ADN (clon CIT282B21/gb AC003694), perteneciente al
cromosoma 19 de ratón (Mus musculus) se hallaba depositado en el banco de secuencias HTGS (High Throughput
Genome Sequences), que contenía 1849 fragmentos de ADN al identificar la Pol λ. Después de realizar búsquedas
de homologías adicionales en el banco de datos de ESTs dbEST/GenBank, se obtuvieron los primeros indicios de
expresión de la presunta nueva ADN polimerasa. Entre las diferentes ESTs obtenidas que correspondían a Pol λ muri-
na, se identificó una que potencialmente codifica su ADN completo. Esta EST (clon 1162340; AA692052) se obtuvo
a partir del Consorcio IMAGE, gestionado por el LLNL (Lawrence Livermore National Laboratory), y se secuen-
ció.
La secuencia resultante correspondía a una fase de lectura abierta de 2277 nucleótidos, que codifica una proteína
de 573 aminoácidos. La secuencia adicional (59 nucleótidos) correspondiente al extremo 5’ del ADNc se obtuvo
mediante RACE 5’. Empezando a partir de ARNm de testículo murino.
De este modo, el ADNc que corresponde al gen Pol λ (POLL) consiste en un total de 2336 pares de bases (SEC
ID No: 1) con una región 5’ no traducida de 83 pares de bases (nucleótidos del 1 al 83), una región de codificación de
1722 pares de bases (nucleótidos del 84 al 1805) y una región 3’ no traducida de 531 pares de bases (nucleótidos del
1806 al 2336). La proteína derivada, Pol λ murina, tiene 573 aminoácidos (SEC ID NO: 1 ó 2).
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La comparación entre la secuencia de ADNc y la del clon genómico Ac003694 permitió definir la organización
de exones e intrones del gen POLL murino (ver SEC ID No: 3). Este gen abarca aproximadamente 8 kilobases y se
localiza en el cromosoma 19 del ratón. Esta secuencia genómica contiene varios microsatélites localizados en varios
intrones: (A)12 en posiciones 1079..1156 y 3088..3138; (CA)32 en posiciones 3779..3823 y 4914..4982; (GCCTCT)
40 en posiciones 4017..4272; “AT rich” en posiciones 1565..1589 y (TGG)n en posiciones 3874..3901. El tránscrito
de ARNm está formado por 9 exones. El segmento C-terminal comprendido entre los residuos 247 y 573, presenta una
gran similitud con las ADN polimerasas de la familia X [Ito y Braithwaite D.K. (1991) Nucleic Acids Res. 19, 4045-
4057]. Los miembros de esta familia son: Pol β, la única ADN polimerasa eucariota implicada selectivamente en la
reparación de ADN, pol X del virus VPPA, implicada en la reparación del ADN viral; y la deoxinucleotidiltransferasa
terminal (TdT), implicada en la generación de variabilidad de los receptores de antígeno. La Pol λ murina presenta
un porcentaje de homología de la secuencia de aminoácidos de un 32% con Pol β, en la parte alineable (residuos de
aminoácidos del 240 al 573). A pesar de que este valor es comparativamente bajo, fue posible modelar la estructura
de esta ADN polimerasa utilizando la estructura de Pol β como plantilla, y conservando todos los elementos estruc-
turales (hélices alfa, giros y cadenas beta), y plegándose en los cuatro subdominios diferentes descritos en Pol β: “8
kDa”, “dedos”, “palma” y “pulgar”. En conclusión, la secuencia primaria y las predicciones estrcuturales apoyaban la
hipótesis de que la nueva proteína identificada era una ADN polimerasa nueva, que se denominó Pol λ, y que forma
parte de la invención.
Por otro lado, los primeros 239 aminoácidos de Pol λ, que no existen en Pol β, contienen undominio BRCT
(residuos de aminoácidos de 34 a 125). Este dominio BRCT ha sido descrito recientemente por estar presente en copias
individuales o múltiples en el N-terminal o en el C-terminal de proteínas implicadas directamente en la reparación de
ADN o implicadas en puntos de control del ciclo celular en respuesta del daño en el ADN. Cabe significar que el
dominio BRCT, identificado inicialmente en la proteína BRCA1, también está presente en otras proteínas implicadas
en la tumorogénesis como el oncogén ECT2, la proteína p53BP, y la Rb humana. Conectando el dominio BRCT
con el dominio catalítico tipo β, existe una región rica en los aminoácidos Ser y Pro (residuos 126 al 239), que
no tiene similitud significativa con proteínas conocidas, y que podría servir como una región flexible a la hora de
acoplar la actividad de ADN polimerasa a las diversas interacciones, proteína:proteína y proteína:ADN, que podrían
ser requeridas durante el proceso de reparación del ADN.
En una siguiente etapa, se expresó la Pol λ en células de E. coli transformadas que contiene la secuencia completa
del ADNc de ratón, permitiendo obtener grandes cantidades de Pol λ recombinante purificado, y obtener anticuerpos
policlonales específicos, la expresión de la proteína y la generación de anticuerpos capaces de unirse específicamente
a proteína Pol λ, como parte de la presente invención (ver con detalle a continuación). De este modo, la presente
invención incluye, entre otros, la secuencia del gen Pol λ; la secuencia de ADNc de Pol λ; la secuencia de aminoácidos
de Pol λ; el vector que comprende ácido nucleico de Pol λ, células transformadas que expresan Pol λ, y anticuerpos
monoclonales y policlonales que son específicos de Pol λ.
Se puede demostrar la actividad de ADN polimerasa intrínseca de esta nueva proteína mediante un ensayo de ADN
polimerasa in situ en geles de SDS-poliacrilamida [Blanco y Salas, (1984), P.N.A.S. USA 81, 5325-5329] y extractos
de crudos de E. coli en los que se indujo la expresión de Pol λ. La actividad de ADN polimerasa de esta nueva enzima,
que es la base para la aplicación de esta nueva ADN polimerasa como herramienta en biología molecular, forma parte
de la presente invención.
La disponibilidad de 8 kilobases de la secuencia genómica de la Pol λ de ratón permitió identificar y determinar la
secuencia de ADNc de Pol λ (SEC ID NO: 4), así como la secuencia de aminoácidos de la proteína que codifica (SEC
IDNO: 5) y que forman parte de la presente invención. Ambas proteínas murina y humana Pol λ poseen más de un 80%
de homología de aminoácidos, alcanzando el 90% en los dominios más conservados y el 57% en el dominio flexible
rico en Ser/Pro. La identificación del homólogo humano de Pol λ se basó inicialmente en estudios de comparación
de secuencia de la base de datos dbEST/Banco de Genes. Entre un total de 1.323.073 secuencias no redundantes, se
encontraron 11 entradas con similitud significativa con Pol λ de ratón. Estos 11 fragmentos de ADN correspondían a
tejidos fetales (corazón, hígado y bazo; 5 de los casos), a cerebro infantil (2 casos), a células B procedentes de centros
germinales (1 caso), y a muestras de tumores (colon, mama y células germinales), en los tres casos restantes. De nuevo,
parece muy significativo que todas las ESTs para la Pol λ procedían de tejidos (tanto normales como patológicos) con
un elevado grado de proliferación, y por tanto, requerían un elevado nivel de enzimas implicadas en la reparación del
ADN.
La expresión del ARNm de esta Pol λ es muy abundante en testículo (tanto en humano como en ratón) aunque
existe una expresión basal en todos los tejidos analizados. Por lo tanto, los datos de expresión sugieren que la función
normal o predominante de esta ADN polimerasa podría ser la de reparar roturas de ADN en células somáticas, así
como intervenir en el proceso de recombinación meiótica, que es iniciado con dobles roturas programadas en el ADN
de células germinales. Una posibilidad interesante derivada de la elevada probabilidad de error observada durante los
ensayos de polimerización de ADN in vitro, es que la síntesis de ADN catalizada por Pol λ podría ser mutagénica,
introduciendo mutaciones en el ADN que podrían contribuir a la base de variabilidad requerida para la evolución del
genoma.
Las propiedades bioquímicas de esta ADN polimerasa nueva son la base de su potencial uso como nueva enzima
de modificación de ADN en biología molecular, y constituyen un aspecto adicional de la presente invención.
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El gen de la Pol λ humana, al contrario que su homólogo murino, presenta un número apreciable de variantes de
splicing de su mensajero que pueden ser detectadas en tejidos normales, tumorales y líneas celulares. Una de las ESTs
que se identificó como correspondiente a la Pol λ humana (H11886) y que corresponde a tejido cerebral de un niño
fallecido, parecía ser un producto de un suceso de splicing aberrante, cuyo resultado sería la fusión de los exones 5 y
8, y la consiguiente pérdida de los exones 6 y 7 (saltos de exones). Cuando se utilizaron muestras de ADNc de cerebro
fetal y adulto humano, que fueron amplificadas por RT-PCR, utilizando parejas de cebadores flanqueantes o incluidos
en estos exones, la muestra de ADNc fetal reflejaba la existencia de dos variantes de splicing que no están presentes en
el ADNc adulto, y que correspondieron a la omisión del exón 6 (∆6) y de los exones 6 y 7 (∆6 + 7) (figura 2a). De igual
forma, al amplificar con estas parejas de cebadores el ADNc proveniente de líneas celulares tumorales y de muestras
biológicas provenientes de tumores humanos (carcinoma de ovario, adenocarcinoma de colon y cáncer de mama) se
observaron estas variantes de splicing y algunas variantes de mayor tamaño (figura 2 b). Hasta el momento, se han
identificado cinco de estas variantes truncadas, de entre las cuales se han caracterizado tres, cuya traducción conserva
la fase de lectura y por tanto no produce truncamiento de la proteína. De acuerdo con la organización de exones del
homólogo murino, una de las variantes corresponde a la omisión del exón 6, y la otra a la omisión simultánea de los
exones 6 y 7. La tercera variante se produce por utilización de un sitio críptico de splicing presente en el interior del
exón 5 de la secuencia humana. Estas variantes que son las más abundantes, se nombran y detallan a continuación:
- hPOLλdelta6 (clon tipo a60b4): presenta la deleción del segmento 987-1262 del ADNc; supone la pérdida del
87% de lo que sería el exón 5 produciéndose una deleción de 277 bases a partir de la posición 607 (SEC ID No.6) y
cuya secuencia polipeptídica resultante se presenta en la SEC ID No.7.
- hPOLλdelta6 (clon tipo a31m): presenta deleción del segmento 1263-1436 del ADNc, con una pérdida de la
totalidad del exón 6 (175 bases a partir de la posición 26 (SEC ID No. 8)) y cuya secuencia polipeptídica resultante se
presenta en la SEC ID No. 9.
- hPOLλdelta6+7 (clon tipo a31c): deleción del segmento 1263-1565; pérdida total de los exones contiguos 6 y 7
(304 bases a partir de la posición 26 (SEC ID No. 10)) y cuya secuencia polipeptídica resultante se presenta en la SEQ
ID No. 11.
Las otras dos variantes restantes son menos interesantes “a priori” ya que producen una ruptura temprana de
la fase de lectura. Con el objeto de analizar la expresión de las distintas variantes de la Pol λ en distintos tejidos
normales y tumorales se desarrollaron una serie de parejas de iniciadores de PCR capaces de amplificar cada una de
estas variantes específicas (ver Ejemplo 2) que nos permitieron identificar la presencia de las mismas en muestras
biológicas. Los métodos para evaluar las cantidades de las variantes también forman parte de la presente invención.
De este modo, observamos que la variante D6, ausente en cerebro adulto y presente en cerebro fetal, también está
ausente en la mayoría de los tejidos adultos normales analizados (excepto en páncreas); y sin embargo, aparece en
tumores primarios de esos tejidos (Figura 3).
Cuando se amplificó selectivamente la variante de splicing D6+7, se observó que, al igual que en cerebro fetal,
pero al contrario que en cerebro adulto, esta variante estaba presente en la mayoría de tejidos normales, y en cantidad
equivalente o incrementada en los tumores correspondientes (Figura 4). Curiosamente, en cerebro adulto se obtuvo una
nueva variante, compatible con que la omisión de esos dos exones era siempre acompañada por la retención del intrón
8 del gen. Esta nueva isoforma sólo es detectable en páncreas normal, pero surge en los tumores correspondientes a
tejidos adultos que carecen de ellas siendo el caso más dramático el correspondiente al colon, dónde hay una sustitución
total de isoformas en tejido normal versus tumoral.
A nivel de aminoácidos, la deleción D6+7 supone la pérdida de parte del subdominio 8 kDa, y la pérdida completa
del subdominio “dedos”, lo que supone en ambos casos la pérdida de dos de los dominios de unión a ADN más
importantes del enzima: los motivos denominados helix-hairpin-helix [Doherty y otros, (1996) Nucleic Acids Res. 24,
2488-2497]. En todos los casos, estas variantes no producen truncamiento de la proteína ni eliminan regiones críticas,
lo que sugiere que representan versiones funcionales de la ADN polimerasa, ya que contienen el core catalítico tipo,
reducido a un mínimo similar al de la ADN polimerasa X del virus de la peste porcina africana (ASFV Pol X),
cuya funcionalidad en reparación de ADN ha sido demostrada recientemente [Oliveros y otros, (1997) J. Biol. Chem.
272, 30899-30911]. Tal como se ha comentado anteriormente la adquisición de un fenotipo mutador que implique
la transformación tumoral puede deberse a una alteración de los mecanismos de reparación de ADN. En la presente
invención se presenta una nueva ADN polimerasa humana, Pol λ potencialmente implicada en la transformación
tumoral de las células por lo que representaría un nuevo punto de abordaje terapéutico y diagnóstico de los procesos
tumorales. Tal como se ha demostrado la presencia de una determinada isoforma de Pol λ puede ser identificada
mediante la amplificación específica del ADNc obtenido de una muestra biológica por PCR lo que permite definir
el fenotipo tumoral o no de la misma. Así, en la presente invención se presenta un nuevo marcador tumoral que
permitirá un nuevo método de diagnóstico y de pronóstico de muestras tumorales con el consiguiente beneficio en el
seguimiento y tratamiento de los tumores y que forma parte de la presente invención Por otro lado, la expresión por
ingeniería genética de cada una de estas isoformas permitirá disponer de los distintos polipéptidos resultantes para
posteriormente obtener los anticuerpos específicos que permitirían un nuevo método de identificación y detección de
la isoforma y que forma parte de la presente invención. Finalmente, el conocimiento de la secuencia de ADNc de las
distintas isoformas nos permite también el desarrollo de técnicas de hibridación con sondas marcadas específicas de
cada una de ellas para la identificación de las mismas y que forma parte de la presente invención.
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Una hipótesis muy atractiva que se proponen la presente invención es que las variantes de ADN polimerasa pro-
ducidas mediante splicing alternativo representan ADN polimerasas “mutantes” que pueden actuar como dominantes
de baja fidelidad (error-prone) capaces de interferir o alterar los niveles normales de reparación de ADN e inducir la
transformación tumoral de las células en las que se exprese o favorecer el desarrollo de otros procesos que cursan con
defectos en la reparación de ADN, tal y como ocurre en enfermedades degenerativas y el envejecimiento.
Gracias al conocimiento actual de este nuevo gen POLL (que codifica Pol λ) y su diferente traducción proteica se
puede establecer una estrategia conducente a valorar la capacidad de este gen de mantener un fenotipo celular normal o
promover un fenotipo patológico. Esta estrategia se basa en la transformación de células eucariotas normales con cada
una de las posibles combinaciones de plásmidos que sobreexpresan las variantes específicas de Pol λ, para estudiar el
efecto de las isoformas sobreexpresadas en el fenotipo celular.
La identificación de una determinada isoforma de la Pol λ o una combinación de las mismas como inductora
de un fenotipo patológico permitirá definir una nueva diana de la farmacopea de procesos que cursan con defectos
en la reparación del ADN (enfermedades neurodegenerativas, procesos tumorales, etc) y forma parte de la presente
invención. Por otro lado, la disposición de estas células transformadas con un fenotipo tumoral permite el desarrollo
de sistemas de identificación de compuestos terapéuticos que actúen inhibiendo la actividad de estas proteínas y que
forman parte de la presente invención.
Además, con los conocimientos de la presente invención y las técnicas habituales de manipulación genética se
pueden desarrollar modelos animales “knockout”, portadores de una información genética mutada [Schawartzberg
y otros, (1989), Science 246, 799-803] que permita el análisis funcional de este nuevo gen POLK, la inducción de
procesos patológicos en estos animales y la identificación de nuevos compuestos terapéuticos.
En búsquedas de homología llevadas a cabo en el banco de datos dbEST/GeneBank que corresponden a ESTs
del gen Pol λ humano, con información de secuencia correspondiente al extremo 3’del ARNm. Estas ESTs poseen
los números de identificación: AI970471; AA576526; AI199486; AI123218; AA989195; AI091150; AA922738;
W69567; A1560660; AI612820; AA927738; AA742404; R16877; H11524; T81488; R71372; AI538103; AA807380;
AA991853; AA468875.
De estas 20 secuencias, 9 de ellas corresponden a tejidos normales, mientras que las 11 restantes derivan de tumores
de distinta naturaleza.
El alineamiento de las secuencias disponibles de estas ESTs mostró la existencia de una doble mutación en 7 de
los casos. Esta doble mutación ocurrirá en todos los casos en los nucleótidos T2576 y G2579, que están separados
por sólo dos nucleótidos (SEC ID No. 12). En todos los casos, estos nucleótidos estaban siempre sustituidos de igual
manera: T2576->C y G2579->T. Además, ninguna de las secuencias mutadas aparece en ESTs obtenidas de tejidos
normales (de un total de 9 casos), mientras que todas ellas corresponden a ESTs derivadas de tumores (7 secuen-
cias mutadas de un total de 11). Estas ESTs mutadas poseen la identificación: AI970471; AA576526; AA922738;
AI612820; AA927738; AI538103; AA468875. Tres de ellas proceden de tumores de células germinales, otra de un
tumor de ovario, otra de un adenocarcinoma de útero, y las dos restantes de tumores de mama y de colon. En algunas
realizaciones de ácidos nucleicos de la invención, estas ESTs se excluyen de la presente invención.
Por tanto, y a falta de un análisis estadístico más detallado y significativo, la incidencia de esta doble mutación en
muestras tumorales de diferente naturaleza alcanza el sorprendente valor del 64%. La interpretación más razonable es
que esta aquellos individuos portadores del alelo variante, que podría suponer una carencia de función Pol λ, y por tanto
de la capacidad de llevar a cabo procesos de reparación de ADN. La identificación de esta doble mutación en muestras
biológicas humanas por distintas técnicas de biología molecular, hibridación in situ o PCR, permitirá el diagnóstico
precoz de estos portadores y la aplicación de este conocimiento al seguimiento y control de estos individuos, y que
forma parte de la presente invención.
Mediante un panel de híbridos somáticos (murino/humano), y refinando el mapeo mediante híbridos de radiación,
hemos localizado el gen de la Pol λ humana en el cromosoma 10, en la posición 10q24. Esta región presenta una tasa
elevadísima de alteraciones moleculares, principalmente reorganizaciones y deleciones.
La existencia de hasta siete puntos de ruptura en una región de tan sólo 9 kb sugiere la presencia de un gen
cercano cuya activación puede conferir ventajas selectivas. Esta región está implicada en translocaciones en leucemia
linfoblástica aguda de células T [Parle y otros (1992) Genes Chromosomes Cancer 4, 32-40], y es frecuentemente
delecionada en una alta proporción de tumores de próstata [Ford, y otros (1998) Cancer Genet. Cytogenet. 102, 6-
11] y gliomas humanos [Chernova y otros (1998) Cancer Genet. Cytogenet. 105, 60-68]. Por último, hay que destacar
que la Pol λ presenta unos niveles de expresión muy significativos en cerebro, y concretamente en células neuronales.
Además, el patrón de isoformas del mensajero de la Pol λ difiere cuando se comparan diferentes etapas del desarrollo
(fetal o adulto) (Figura 2a). Suponiendo el papel de la Pol λ en la reparación de ADN, y el hecho de que los defectos
en este proceso están asociados con enfermedades neurodegenerativas, cabe suponer que alteraciones funcionales del
nuevo enzima que se detalla en la presente invención pueden ser clave en el desarrollo y progresión de la enfermedad.
Por tanto, un conocimiento amplio de la función y regulación de la Pol λ permitirá nuevos abordajes diagnósticos y
terapéuticos de estas patologías.
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Ácido nucleico de Pol λ
El “ácido nucleico de Pol λ” incluye una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia de ácido nucleico
que codifica un polipéptido que incluye la secuencia de aminoácidos mostrada en la Sec ID No. 1 ó 4. La secuencia
que codifica Pol λ puede ser la secuencia de longitud completa mostrada en la Sec Id No. 1 ó 4, una secuencia de
ácido nucleico complementaria, o puede ser un mutante, derivado o alelo de estas secuencias. La secuencia puede
diferir de la mostrada por un cambio que es una o más de entre adición, inserción, deleción y sustitución de uno o
más nucleótidos de la secuencia mostrada. Los cambios en la secuencia de nucleótidos pueden dar lugar a un cambio
de aminoácido a nivel de proteína, o no, según se determina por el código genético. De este modo, el ácido nucleico
según la presente invención puede incluir una secuencia diferente de la secuencia mostrada en la SEC ID No: 1 ó 4
que aún codifica un polipéptido con la misma secuencia de aminoácidos.
Por otro lado, el polipéptido codificado puede comprende una secuencia de aminoácidos que difiere en uno o
más residuos de aminoácidos de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID No. 1 ó 4. El ácido nucleico
que codifica un polipéptido que es una secuencia de aminoácidos mutante, variante, derivada o alelo de la secuencia
mostrada en SEC ID No: 1 ó SEC ID NO: 4 también se proporciona con la presente invención. Dichos polipéptidos se
describen posteriormente. El ácido nucleico que codifica dicho polipéptido tiene preferiblemente por lo menos un 80%
de homología en la secuencia con la secuencia de codificación mostrada en la SEC ID No: 1 ó 4, más preferiblemente
por lo menos un 90% de homología en la secuencia, más preferiblemente por lo menos un 95% de homología en la
secuencia, y más preferiblemente por lo menos un 98% de homología en la secuencia.
Generalmente, el ácido nucleico según la presente invención se proporciona como un aislado, en forma aislada
y/o purificada, o libre o sustancialmente libre de material con el que se asocia de forma natural, tal como libre o
sustancialmente libre de ácido nucleico que flanquea el gen en el genoma humano, excepto posiblemente una o más
secuencias reguladoras para la expresión. El ácido nucleico puede ser completa o parcialmente sintético y puede incluir
ADN, ADNc o ARN genómico. Cuando el ácido nucleico según la invención incluye ARN, la referencia a la secuencia
mostrada se debe interpretar como referencia al ARN equivalente, con U sustituido por T.
Las secuencias de ácidos nucleicos que codifican todo o parte del gen POLL y/o sus elementos reguladores se
pueden preparara fácilmente por un experto en la materia utilizando la información y las referencias contenidas en
la presente y técnicas conocidas en la técnica (por ejemplo, ver Sambrook, Fritsch y Maniatis, “Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, y Ausubel y otros, Short Protocols in Molecular
Biology, John Wiley e Hijos, 1992). Estas técnicas incluyen (i) la utilización de la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) para amplificar muestras de dicho ácido nucleico, por ejemplo, de fuentes genómicas, (ii) la síntesis química, o
(iii) amplificación en E. coli. Las modificaciones en las secuencias de Pol λ se pueden realizar, por ejemplo, utilizando
mutagénesis dirigida de sitio para proporcionar la expresión de polipéptido Pol λ modificado o para tener en cuenta el
codón de referencia en las células huésped para expresar el ácido nucleico.
Para obtener la expresión de las secuencias de ácido nucleico de Pol λ, las secuencias se pueden incorporar en un
vector que tiene secuencias de control unidas operativamente al ácido nucleico de Pol λ para controlar su expresión.
Los vectores pueden incluir otras secuencias, tales como promotores o potenciadores para dirigir la expresión del
ácido nucleico insertado, las secuencias de ácido nucleico de manera que el polipéptido Pol λ se produce como una
fusión y/o un ácido nucleico que codifica señales de secreción, de manera que el polipéptido producido en la célula
huésped se secreta de la célula. El polipéptido Pol λ se puede obtener a continuación mediante la transformación de
los vectores en las células huésped en las que el vector es funcional, el cultivo de las células huésped de manera que se
produce el polipéptido Pol λ y la recuperación del polipéptido Pol λ de las células huésped o del medio circundante.
Las células procariotas y eucariotas se utilizan con este objetivo en la técnica, incluyendo cepas de E. coli, levadura,
y células eucariotas, tales como células COS o CHO. La elección de la célula huésped se puede utilizar para controlar
las propiedades del polipéptido Pol λ expresado en estas células, por ejemplo, controlando cuando el polipéptido se
deposita en las células huésped o afectando propiedades, tales como su glicosilación o fosforilación.
Las técnicas de PCR para la amplificación de ácido nucleico se describen en la Patente de Estados Unidos No.
4.683.195. En general, dichas técnicas requieren que se sepa esa información de la secuencia desde los extremos de
la secuencia diana para permitir el diseño de cebadores de oligonucleótidos directos e inversos adecuados para que
sean idénticos o similares a la secuencia de polinucleótidos que es la diana para la amplificación. La PCR comprende
las etapas de desnaturalización de ácido nucleico plantilla (si es de doble cadena), la hibridación del cebador a la
diana, y la polimerización. El ácido nucleico sondado o utilizado como plantilla en la reacción de amplificación
puede ser ADN, ADNc o ARN genómico. La PCR se puede utilizar para amplificar secuencias específicas de ADN
genómico, secuencias de ARN específicas y ADNc transcrita del ARNm, secuencias de bacteriófagos o plásmidos.
Las secuencias de ácido nucleico de Pol λ proporcionadas en la presente permiten fácilmente que el experto diseñe
cebadores para PCR. Entre las referencias para la utilización general de técnicas de PCR se incluyen Mullis y otros,
Cold spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51:263, (1987), Ehrlich (ed), PCR Technology, Stockton Press, NY, 1989,
Ehrlich y otros, Science, 252:1643-1650, (1991), “PCR protocols; A Guide to Methods and Applications”, Eds. Innis
y otros, Academic Press, Nueva york, (1990).
Las secuencias de ácidos nucleicos proporcionadas en la presente son útiles para la identificación del ácido nucleico
de interés (y que puede estar de acuerdo con la presente invención) en una muestra de prueba. La presente invención
proporciona un procedimiento de obtención del ácido nucleico de interés, el procedimiento que incluye la hibridación
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de una sonda que contiene toda o parte de la secuencia proporcionada en la presente, o una secuencia complementaria,
al ácido nucleico diana.
La hibridación va seguida generalmente de la identificación de la hibridación satisfactoria y aislamiento de ácido
nucleico que se ha hibridado a la sonda, que puede implicar una o más etapas de la PCR.
El ácido nucleico según la presente invención se puede obtener utilizando una o más sondas de nucleótidos o
cebadores diseñados para hibridarse con uno o más fragmentos de la secuencia de ácido nucleico mostrada en la
presente, particularmente fragmentos de secuencia relativamente rara, en base a la utilización del codón o análisis
estadístico. Un cebador diseñado para hibridarse con un fragmento de la secuencia de ácido nucleico mostrada en las
figuras anteriores se puede utilizar junto con uno o más oligonucleótidos diseñados para hibridarse a una secuencia
en un vector de clonación en el que se ha clonado el ácido nucleico diana, o en la llamada “RACE” (amplificación
rápida de extremos de ADNc) en la que los ADNcs de una biblioteca están unidos a un oligonucléotido enlazador y la
PCR se lleva a cabo utilizando un cebador que se hibrida con la secuencia mostrada en la presente y un cebador que
se hibrida al oliglonucleótido enlazador.
Dichas sondas o cebadores de oligonucleótidos, así como la secuencia de longitud completa (y mutantes, alelos,
variantes y derivados) son también útiles en el cribado de una muestra de prueba que contiene un ácido nucleico por la
presencia de alelos, mutantes, y variantes, especialmente aquellos que conducen a la producción de formas inactivas o
disfuncionales de proteína Pol λ, hibridando las sondas a una secuencia diana de una muestra obtenida del individuo a
prueba. Las condiciones de la hibridación se pueden controlar para minimizar la unión no específica, y preferiblemente
se prefieren condiciones de hibridación de severas a moderadamente severas. El experto es capaz fácilmente de diseñas
dichas sondas, marcarlas e idear condiciones adecuadas para las reacciones de hibridación, ayudado de libros de texto,
tales como Sambrook y otros (1989) y Ausubel y otros (1992).
Además de determinar la presencia de polimorfismos o mutaciones en la secuencia de Pol λ, las sondas se pueden
utilizar también para determinar si el ARNm que codifica el Pol λ está presente en una célula o tejido. Un ejemplo de
polimorfismo es el polimorfismo de nucleótido individual en la posición 1389, descrito en detalle en el ejemplo 5.
El ácido nucleico aislado y/o purificado de una o más células (por ejemplo, humana) o una biblioteca de ácidos
nucleicos derivada de ácido nucleico aislado y/o purificado de células (por ejemplo, biblioteca de ADNc derivada de
ARNm aislado de las células), se pueden sondar en condiciones para la hibridación selectiva y/o se pueden someter a
una reacción de amplificación específica de ácido nucleico, tal como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
En el contexto de la clonación, puede ser necesario unir uno o más fragmentos de genes para generar una secuencia
de codificación de longitud completa. Además, cuando no se ha obtenido la molécula de ácido nucleico de codificación
de longitud completa, se puede utilizar una molécula más pequeña que representa parte de toda la molécula para
obtener clones de longitud completa. Las inserciones se pueden preparar a partir clones parciales de ADNc y utilizarse
para cribar bibliotecas de ADNc. Los clones de longitud completa aislados se pueden subclonar en los vectores de
expresión y ensayar la actividad mediante la transfección en células huésped adecuadas, por ejemplo, con un plásmido
reportero.
Un procedimiento puede incluir la hibridación de una o más (por ejemplo, dos) sondas o cebadores al ácido
nucleico diana. Cuando el ácido nucleico es ADN de doble cadena, la hibridación estará precedida generalmente de
la desnaturalización para producir ADN de una cadena. La hibridación puede ser parte de un procedimiento de PCR,
o parte de un procedimiento de “sondeo” que no implica PCR. Un procedimiento de ejemplo sería la combinación de
PCR y una hibridación en condiciones poco drásticas. Se utiliza un procedimiento de cribado, elegido de los muchos
disponibles por los expertos en la materia, para identificar los procesos de hibridación satisfactorios y el ácido nucleico
hibridado aislado.
La unión de una sonda a ácido nucleico diana (por ejemplo, ADN) se puede medir utilizando cualquier conjunto
de técnicas que disponen los expertos en la materia. Por ejemplo, las sondas se pueden marcar de forma radioactiva,
fluorescente o enzimática. Otros procedimientos que no emplean el marcaje de sondas incluyen el examen de los
polimorfismos de la longitud del fragmento de restricción, la amplificación por PCR, la división por ARNasa y el
“sondeo” con oligonucleótidos específicos de alelo.
El sondeo puede emplear la técnica de “Southern blotting” estándar. Por ejemplo, el ADN se puede extraer de
células y digerirse con diferentes enzimas de restricción. A continuación, los fragmentos de restricción se separan por
electroforesis sobre gel de agarosa, antes de la desnaturalización y transferencia a un filtro de nitrocelulosa. La sonda
marcada se puede hibridar a los fragmentos de ADN en el filtro y determinar la unión. El ADN para el sondeo se
puede preparar a partir de preparaciones de ARN de células.
Los experimentos preliminares se pueden realizar hibridando en condiciones poco drásticas varias sondas a “Sout-
hern blots” de ADN digeridos con enzimas de restricción. Las condiciones adecuadas se consiguieron cuando se
obtuvieron un gran número de fragmentos de hibridación mientras que la hibridación de fondo era baja. Utilizando
estas condiciones, se pueden buscar bibliotecas de ácido nucleico, por ejemplo, bibliotecas de ADNc representativas
de secuencias expresadas.
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Los expertos en la materia son capaces de utilizar condiciones adecuadas de la severidad deseada para la hibrida-
ción selectiva, teniendo en cuenta factores, tales como la longitud y la composición de las bases del oligonucleótido,
la temperatura, etc.
En base de la información de la secuencia de aminoácidos, se pueden diseñar las sondas o cebadores de oligonu-
cleótidos, teniendo en cuenta la degeneración del código genético, y cuando es adecuado, la utilización de codones del
organismo del que se deriva el ácido nucleico candidato. Un oligonucleótido para utilizar en la amplificación de ácido
nucleico puede tener aproximadamente 10 o menos codones (por ejemplo, 6, 7 u 8), es decir, puede tener 30 o menos
nucleótidos de longitud (por ejemplo, 18, 21 ó 24). Generalmente, los cebadores específicos están en dirección 5’ de
14 nucleótidos de longitud, pero no más de 18-20. Los expertos en la materia conocen bien el diseño de cebadores
para la utilización en procesos, tales como la PCR.
Un aspecto adicional de la presente invención proporciona un oligonucleótido o fragmento de polinucleótido de
una de las secuencias de nucleótidos descritas en la presente, o una secuencia complementaria, en particular para la
utilización en un procedimiento de obtención y/o cribado de ácido nucleico. Las secuencias referidas anteriormente
se pueden modificar mediante la adición, sustitución, inserción o deleción de uno o más nucleótidos, pero preferi-
blemente sin la abolición de la capacidad de hibridarse selectivamente con la secuencia mostrada en la presente, es
decir, en cuando el grado de homología de la secuencia del oligonucleótido o polinucleótido con una de las secuencias
determinadas es suficientemente elevada.
En algunas realizacions preferidas, los oligonucleótidos según la presente invención que son fragmentos de cual-
quier secuencia de ácido nucleico proporcionada en la presente, o secuencias complementarias de los mismos, son
por lo menos aproximadamente de 10 nucleótidos de longitud, más preferiblemente por lo menos aproximadamente
de 15 nucleótidos de longitud, más preferiblemente por lo menos de 20 nucleótidos de longitud. Dichos fragmentos
representan individualmente aspectos de la presente invención. Los fragmentos y otros nucleótidos se pueden utili-
zar como cebadores o sondas tal y como se ha descrito, pero también se pueden generar (por ejemplo por PCR) en
procedimientos que se refieren a la determinación de la presencia de ácido nucleico de Pol λ en una muestra de prueba.
El ácido nucleico según la presente invención se puede utilizar en procedimientos de terapia génica, por ejemplo,
en el tratamiento de individuos con el objetivo de prevenir o curar (total o parcialmente) las condiciones mencionadas
anteriormente. Esto también se describe a continuación.
Una forma conveniente de producir un polipéptido según la presente invención es expresar el ácido nucleico que lo
codifica, mediante la utilización del ácido nucleico en un sistema de expresión. La utilización de sistemas de expresión
ha alcanzado un avanzado grado de sofisticación.
Por consiguiente, la presente invención también abarca un procedimiento de fabricar un polipéptido (tal y como
se describe), el procedimiento que incluye la expresión del ácido nucleico que codifica el polipéptido (generalmente
ácido nucleico según la invención). Esto se puede conseguir convenientemente mediante el desarrollo de una célula
huésped en un cultivo, que contiene dicho vector, en condiciones adecuadas que provocan o permiten la expresión de
polipéptido. Los polipéptidos también se pueden expresar en sistemas in vitro, tal como lisado de reticulocito.
Los sistemas para clonar y expresar un polipéptido en un conjunto de diferentes células huésped son bien conoci-
dos. Entre las células huésped conocidas se incluyen bacterias, células eucariotas, tales como mamíferos y levaduras,
y sistemas de baculovirus. Las líneas de células de mamíferos disponibles en la técnica para la expresión de un poli-
péptido heterólogo incluyen las células de ovario de hámster chino, células HeLa, células de riñón de hámster bebé,
células COS y muchas otras. Un huésped bacteriano común y preferido es E. coli.
Los vectores adecuados se pueden seleccionar o construir, conteniendo secuencias reguladoras apropiadas, e inclu-
yendo secuencias de promotores, fragmentos de terminación, secuencias de poliadenilación, secuencias de potencia-
dor, genes marcadores y otras secuencias apropiadas. Los vectores pueden ser plásmidos, virales, por ejemplo, fago,
fagémido, como apropiados. Para más detalles, ver, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2nd Edi-
tion, Sambrook y otros, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas técnicas y protocolos conocidos para la
manipulación de ácido nucleico, por ejemplo, en la preparación de construcciones de ácidos nucleicos, mutagénesis,
secuenciación, introducción de ADN en células y la expresión génica, y el análisis de proteínas, se describen en detalle
en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y otros, eds., John Wiley e Hijos, 1992.
De este modo, un aspecto adicional de la presente invención proporciona una célula huésped que contiene ácido
nucleico tal y como se describe en la presente. El ácido nucleico de la invención se puede integrar en el genoma (por
ejemplo, cromosoma) de la célula huésped. La integración se puede provocar mediante la inclusión de secuencias
que provocan la recombinación con el genoma, según técnicas estándar. EL ácido nucleico puede estar en un vector
estracromosómico en el interior de la célula.
Aún un aspecto adicional proporciona un procedimiento que incluye la introducción del ácido nucleico en la célula
huésped. La introducción, que se puede denominar sin limitación (particularmente para la introducción in vitro) como
“transformación”, puede utilizar cualquier técnica disponible. Para células eucarióticas, entre las técnicas adecuadas
se incluyen la trasnfección con fosfato cálcico, DEAE-dextrano, electroporación, transfección mediada por liposomas
y transducción que utiliza retrovirus u otros virus, por ejemplo, vaccinia o, para células de insectos, baculovirus. Para
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células bacterianas, entre las técnicas adecuadas se pueden incluir transformación por cloruro cálcico, electroporación
y transfección utilizando bacteriófagos. Como alternativa, se podría desarrollar la inyección directa del ácido nucleico.
Los genes marcadores, tales como los genes de resistencia o sensibilidad a antibiótico se pueden utilizar en la
identificación de clones que contienen el ácido nucleico de interés, tal y como se conoce en la técnica.
La introducción se puede seguir provocando o permitiendo la expresión del ácido nucleico, por ejemplo, mediante
el cultivo de células huésped (que pueden incluir células realmente transformadas a pesar de que más probablemente
las células descenderán de las células transformadas) en condiciones para la expresión del gen, de manera que se pro-
duce el polipéptido codificado. Si el polipéptido se expresa acoplado a un péptido principal señal apropiado, se puede
secretar de la célula en el medio de cultivo. Tras la producción mediante la expresión, el polipéptido se puede aislar
y/o purificar de la célula huésped y/o el medio de cultivo, según el caso, y posteriormente se pueden utilizar según se
desee, por ejemplo, en la formulación de una composición que puede incluir uno o más componentes adicionales, tales
como una composición farmacéutica que incluye uno o más excipientes, vehículos o portadores farmacéuticamente
aceptables (por ejemplo, ver a continuación).
Una célula huésped que contiene ácido nucleico según la presente invención, por ejemplo, como resultado de la
introducción del ácido nucleico en la célula o en un antecesor de la célula y/o la alteración genética de la secuencia
endógena a la célula o antecesor (cuya introducción o alteración puede tener lugar in vivo o ex vivo) puede comprender
(por ejemplo, en el soma), dentro de un organismo que es una animal, particularmente un mamífero, que puede ser
humano o no humano, tal como conejo, cobaya, rata, ratón u otro roedor, gato, perro, cerdo, oveja, cabra, ganado o
caballo, o que es un pájaro, tal como un pollo. Genéticamente, los animales o pájaros modificados o transgénicos que
comprenden dicha célula también se proporcionan como aspectos adicionales de la presente invención.
Esto puede tener un objetivo terapéutico. (La terapia génica se describe a continuación.) La presencia de una
secuencia mutante, alelo o variante de células de un organismo, particularmente cuando están en lugar de una secuencia
endógena homóloga, puede permitir al organismo a utilizar como modelo probar y/o estudiar el papel del gen Pol λ o
sustancias que modulan la actividad del polipéptido codificado in vitro.
En lugar de, o además de utilizarse para la producción de un polipéptido codificado por un transgen, las células
huésped se pueden utilizar como una fábrica de ácido nucleicos para replicar el ácido nucleico de interés para ge-
nerar grandes cantidades del mismo. Se pueden realizar múltiples copias del ácido nucleico de interés de la célula
cuando se acopla a un gen amplificable, tal como DHFR. Las células huésped transformadas con el ácido nuclei-
co de interés, o que descienden de células huésped en las que se introdujo el ácido nucleico, se pueden cultivar en
condiciones adecuadas, por ejemplo, en un fermentador, tomado del cultivo y sometido a procesado para purificar
el ácido nucleico. Tras la purificación, el ácido nucleico o uno o más fragmentos del mismo se pueden utilizar se-
gún se desee, por ejemplo, en un ensayo de diagnóstico o pronóstico, tal y como se describe en otras partes de la
presente.
Polipéptidos Pol λ
El experto puede utilizar técnicas descritas en la presente y otras conocidas en la técnica para producir grandes can-
tidades de polipéptidos Pol λ, o fragmentos o partes activas de los mismos, para el uso en compuestos farmacéuticos,
en el desarrollo de fármacos y para el estudio posterior de sus propiedades y papel in vivo.
De este modo, un aspecto adicional de la presente invención proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoácidos mostrada en SEC ID No: 1 ó 4, que puede estar en forma aislada y/o purificada, libre o sustancialmente
libre de material con el que se asocia de forma natural, tal como otros polipéptidos o tal como polipéptidos humanos
diferentes del polipéptido Pol λ o (por ejemplo si se produce mediante la expresión en una célula procariota) que le
falta la glicosilación nativa, por ejemplo, desglicosilada.
Los polipéptidos secuencias de aminoácidos de variantes, alelos, derivados o isoformas que tienen por lo menos
un 60% de homología de secuencia con las secuencias de aminoácidos mostradas en la SEC ID NO: 1 o SEC ID
No: 4 también se proporcionan mediante la presente invención. Un polipéptido que es una variante, alelo, derivado o
isoforma puede tener una secuencia de aminoácidos que difiere de la proporciona en la presente por uno o más entre
la adición, sustitución, deleción e inserción de uno o más aminoácidos. Los polipéptidos tienen la función de Pol λ
polimerasa tal y como se ha definido anteriormente.
Un polipéptido que es una secuencia de aminoácidos variante, alelo, derivada o mutante de la secuencia de aminoá-
cidos mostrada en la SEC ID No: 1 ó 4 tiene por lo menos un 60% de homología de la secuencia, más preferiblemente
por lo menos un 70% de homología de la secuencia, más preferiblemente por lo menos un 80% de homología de la
secuencia, más preferiblemente por lo menos un 90% de homología de la secuencia, y lo más preferiblemente por lo
menos un 95% de homología de la secuencia a las secuencias de SEC ID Nos: 1 ó 4.
El experto puede realizar fácilmente comparaciones de secuencias y determinar la homología utilizando técni-
cas conocidas en el estado de la técnica, por ejemplo, utilizando el programa GCG que está disponible en Genetics
Computer Group, Oxford Molecular Group, Madison, Wisconsin, Estados Unidos, Version 9.1. Las variantes de la
secuencia de aminoácidos particulares pueden diferir de las mostradas en las SEC ID Nos: 1 ó 4 mediante la inserción,
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adición, sustitución o deleción de 1 aminoácido, 2, 3, 4, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100, 100-150 o más de 150
aminoácidos.
La “severidad” de las reacciones de hibridación se puede determinar fácilmente por un experto en la materia, y
generalmente es un cálculo empírico que depende de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado y la concentra-
ción de sal. En general, las sondas más largas requieren temperaturas más elevadas para un a hibridación adecuada,
mientras que las sondas más cortas necesitan temperaturas más bajas. La hibridación depende generalmente de la
capacidad de ADN desnaturalizado para rehibridarse cuando están presentes cadenas complementarias en un medio
por debajo de la temperatura de fusión. Cuanto mayor es el grado de homología deseado entre la sonda y la secuencia
hibridable, mayor es la temperatura relativa que se puede utilizar. Como resultado, se deduce que temperaturas relati-
vas más elevadas tenderían a hacer las condiciones de reacción más severas, mientras que temperaturas más bajas no
tanto. Para detalles adicionales y la explicación de la severidad de las reacciones de hibridación, ver Ausubel y otros,
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).
Las “condiciones de severidad” o “condiciones de severidad elevada”, tal y como se define en la presente, se
pueden identificar por aquellas que: (1) emplean una fuerza iónica baja y una temperatura elevada para el lavado, por
ejemplo cloruro sódico 0,015 M/citrato sódico 0,0015 M/ dodecil sulfato sódico al 0,1% a 50ºC; (2) emplean durante
la hibridación un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albúmina de
suero bovino al 0,1%/Ficol al 0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tampón de fosfato sódico 50 mM a pH 6,5 con cloruro
sódico 760 mM, citrato sódico 75 mM a 42ºC; o (3) emplean formamida al 50%, 5 x SSC (Nacl 0,75 M, citrato sódico
0,075 M), fosfato sódico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sódico al 0,1%, 5 x solución de Denhardt, ADN de esperma
de salmón sonicado (50,1 g/ml), SDS al 0,1%, sulfato de dextrano al 10% a 42ºC, con lavados a 42ºC en 0,2 x SSC
(cloruro sódico/citrato sódico) y formamida al 50% a 55ºC, seguido de un lavado de severidad elevada que consiste en
0,1 x SSC que contiene EDTA a 55ºC.
El “porcentaje (%) de homología de la secuencia de aminoácidos” con respecto a las secuencias de polipéptido
Pol λ identificadas en la presente se define como el porcentaje de residuos de aminoácidos en una secuencia candidata
que son idénticos a los residuos de aminoácidos en la secuencia de Pol λ, después de la alineación de las secuencias
e introducción de espacios, si es necesario, para conseguir el porcentaje máximo de homología de secuencia, y sin
considerar ninguna sustitución conservativa como parte de la homología de la secuencia. Los valores del % de ho-
mología utilizados en la presente se generan mediante WU-BLAST-2 que se obtuvo de [Altschul y otros, Methods in
Enzimology, 266:460-480 (1996); http//blast.wustl/edu/blast/README.html]. WU-BLAST-2 utiliza varios paráme-
tros de búsqueda, la mayoría de los cuales se ajustan a los valores de defecto. Los parámetros ajustables se ajustan
con los siguientes valores: arco (span) de solapamiento = 1, fragmentos de solapamiento = 0,125, umbral de palabra
(T) = 11. Los parámetros de HSP S y HSPS2 son valores dinámicos y se establecen mediante el propio programa
dependiendo de la composición de la secuencia concreta y la composición de la base de datos concreta frente a la que
se busca la secuencia de interés; sin embargo, los valores se pueden ajustar para aumentar la sensibilidad. El valor %
de la homología de la secuencia de aminoácidos se determina mediante el número de residuos idénticos emparejables
dividido por el número total de residuos de la secuencia “más larga” en la región de alineamiento. La secuencia “más
larga” es la que tiene los residuos más “reales” en la región alineada (los espacios introducidos por WU-Blast-2 para
maximizar el valor de alineación se ignoran).
De forma similar, “el porcentaje (%) de homología de secuencias de ácidos nucleicos” con respecto a la secuencia
de codificación de los polipéptidos Pol λ identificados en la presente se define como el porcentaje de residuos de
nucleótidos en una secuencia candidata que son idénticos con los residuos de nucleótidos en la secuencia de codifica-
ción de Pol λ tal y como se dispone en la SEC ID No: 1 ó 4. Los valores de homología utilizados en la presente se
generaron mediante el módulo BLASTN de WU BLAST-2 ajustado a los parámetros por defecto, con el arco (span)
de solapamiento y fracción de solapamiento ajustado a 1 y 0,125, respectivamente.
La presente invención también incluye partes activas, y fragmentos de los polipéptidos Pol λ de la invención.
Una “parte activa” del polipéptido Pol λ significa un péptido que es menor que un polipéptido Pol λ de longitud
completa, pero que retiene por lo menos parte de su actividad biológica esencial, por ejemplo, como ADN polimerasa.
Por ejemplo, los fragmentos más pequeños de Pol λ pueden actuar como secuestradores o antagonistas competitivos
mediante la interacción con otras proteínas.
Un “fragmento” del polipéptido Pol λ significa un conjunto de residuos de aminoácidos de por lo menos 5 aminoá-
cidos contiguos de las secuencias establecidas como SEC ID No: 1, 4, 7, 9, ó 11, o más preferiblemente por lo menos
7 aminoácidos contiguos, o más preferiblemente por lo menos 10 aminoácidos contiguos o más preferiblemente por
lo menos 20 aminoácidos contiguos o más preferiblemente por lo menos 40 aminoácidos contiguos. Los fragmentos
de las secuencias de polipéptidos Pol λ pueden ser útiles como determinantes antigénicos o epítopos para desarrollar
anticuerpos a una parte de la secuencia de aminoácidos de Pol λ.
Un “derivado” del polipéptido Pol λ o un fragmento del mismo significa un polipéptido modificado mediante la
variación de la secuencia de aminoácidos de la proteínas, por ejemplo, mediante la manipulación del ácido nucleico
que codifica la proteína o mediante la alteración de la propia proteína. Dichos derivados de la secuencia de aminoácidos
naturales pueden implicar la inserción, adición, deleción o sustitución de uno, dos, tres, cinco o más aminoácidos, sin
alterar fundamentalmente la actividad esencial del polipéptido Pol λ.
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Un polipéptido según la presente invención se puede aislar y/o purificar (por ejemplo, utilizando un anticuerpo),
por ejemplo, tras la producción mediante la expresión del ácido nucleico codificador (para el mismo, ver a continua-
ción). Los polipéptidos según la presente invención también se pueden generar total o parcialmente mediante síntesis
química. El polipéptido aislado y/o purificado se puede utilizar en la formulación de una composición, que pueden
incluir por lo menos un componente adicional, por ejemplo, una composición farmacéutica que incluye un excipiente,
vehículo o portador farmacéuticamente aceptable. Una composición que incluye un polipéptido según la invención se
puede utilizar en el tratamiento profiláctico y/o terapéutico tal y como se describe a continuación.
Un polipéptido, fragmento de péptido, alelo, mutante o variante según la presente invención se puede utilizar como
un inmunógeno o sino en la obtención de anticuerpos específicos. Los anticuerpos son útiles en la purificación y otras
manipulaciones de polipéptidos y péptidos, cribado diagnóstico y contextos terapéuticos. Esto se describe en detalle a
continuación.
Un polipéptido según la presente invención se puede utilizar en el cribado de moléculas que afectan o modu-
lan su actividad o función. Dichas moléculas pueden ser útiles en un contexto terapéutico (posiblemente incluyendo
profiláctico).
Los polipéptidos Pol λ también se pueden unir a un compañero de acoplamiento, por ejemplo, una molécula
efectora, un marcador, un fármaco, una toxina y/o una molécula portadora o transportadora. Las técnicas para acoplar
los péptidos de la invención a compañeros de acoplamiento peptidilos y no peptidilos son conocidas en el estado de la
técnica.
Anticuerpos capaces de unirse a polipéptidos Pol λ
Una utilización importante de los polipéptidos Pol λ se encuentra en el desarrollo de anticuerpos que tiene la
propiedad de unirse específicamente a los polipéptidos Pol λ, o fragmentos o partes activas de los mismos.
Es posible producir anticuerpos monoclonales a proteína Pol λ y las técnicas para hacerlo están bien establecidas
en la técnica. Los anticuerpos monoclonales se pueden someter a las técnicas de tecnología de ADN recombinante
para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que retienen la especificidad del anticuerpo original. Dichas
técnicas pueden implicar la introducción de ADN que codifica la región variable de inmunoglobulina , o las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs), de un anticuerpo a las regiones constantes, o regiones constantes más
regiones del armazón, o una inmunoglobulina diferente. Ver, por ejemplo, EP-A-184187, GB-A-2188638 o EP-A-
239400. Un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal se puede someter a mutación genética u otros cambios,
que pueden o no alterar la especificidad de unión de anticuerpos producidos.
La disposición de los polipéptidos Pol λ nuevos permite por primera vez la producción de anticuerpos capaces de
unirlos específicamente. Por consiguiente, un aspecto adicional de la presente invención proporciona anticuerpos anti-
Pol λ. Dicho anticuerpo puede ser específico en el sentido de ser capaz de distinguir entre el polipéptido que es capaz
de unirse y otros polipéptidos humanos para los que no existe sustancialmente una afinidad de unión (por ejemplo,
una afinidad de unión de aproximadamente 1000 x “worse”). Los anticuerpos específicos se unen a un epítopo en la
molécula que o no está presente o no es accesible en otras moléculas. Los anticuerpos según la presente invención
pueden ser específicos del polipéptido de tipo salvaje. Los anticuerpos según la presente invención pueden ser especí-
ficos para un polipéptido mutante, variante, alelo o derivado concreto como entre esa molécula y el polipéptido de tipo
salvaje, para que sean útiles en los procedimientos de diagnóstico y pronóstico tal y como se indica a continuación.
Los anticuerpos también son útiles en la purificación del polipéptido o polipéptidos a los que se unen, por ejemplo,
siguiendo la producción mediante la expresión recombinante del ácido nucleico codificador.
Los anticuerpos preferidos según la presente invención se aíslan, en el sentido de estar libre de contaminantes, tales
como anticuerpos capaces de unirse a otros polipéptidos y/o libres de componentes del suero. Para algunos objetivos
se prefieren anticuerpos monoclonales, aunque los anticuerpos policlonales están dentro del alcance de la presente
invención.
Los anticuerpos se pueden obtener utilizando técnicas que son estándar en la técnica. Entre los procedimientos
de producción de anticuerpos se incluyen la inmunización de un mamífero (por ejemplo, ratón, rata, conejo, caballo,
cabra, oveja o mono) con la proteína o fragmento de la misma. Los anticuerpos se pueden obtener a partir de animales
inmunizados utilizando cualquier variedad de técnica conocida en el estado de la técnica, y se pueden cribar, prefe-
riblemente utilizando la unión de anticuerpo a antígeno de interés. Por ejemplo, las técnicas de “Western blotting” o
inmunoprecipitación se pueden utilizar (Armitage y otros, Nature, 357:80-81, 1992).
El aislamiento de anticuerpos y/o células productoras de anticuerpos de un animal pueden estar acompañadas por
una etapa de sacrificio del animal.
Como alternativa o complemento a la inmunización de un mamífero con un péptido, se puede obtener un anticuerpo
específico de una proteína a partir de una biblioteca producida recombinantemente de dominios variables expresados
de inmunoglobulina, por ejemplo, utilizando bacteriófago lambda o bacteriófago filamentoso que muestran dominios
funcionales de unión de inmunoglobulina en sus superficies, por ejemplo, ver WO92/01047. La biblioteca puede ser
nativa, es decir construida a partir de secuencias obtenidas de un organismo que no ha sido inmunizado con ninguna
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de las proteínas (o fragmentos), o se puede construir utilizando secuencias obtenidas de un organismo que ha sido
expuesto al antígeno de interés.
Los anticuerpos según la presente invención se pueden modificar de una serie de maneras. De hecho, el término
“anticuerpo” se debería concebir como que cubre cualquier sustancia de unión que tiene un dominio de unión con la
especificidad requerida. De este modo, la invención cubre fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcio-
nales y homólogos de anticuerpos, incluyendo moléculas sintéticas y moléculas, cuyo mimetismo en la forma a un
anticuerpo permite que se una a un antígeno o epítopo.
Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos, capaces de unirse a antígeno u otros compañero de unión son el
fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CI y CH1; el fragmento Fd que consiste en los dominios VH y
CH1, el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un único brazo de un anticuerpo; el fragmento dAB
que consiste en un dominio VH; regiones CDR aisladas y fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que incluye dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la región flexible. También se incluyen fragmentos Fv de cadena
única.
Los anticuerpos humanizados en los que las CDRs de una fuente no humana se injertan en regiones de armazones
humanos, habitualmente con la alteración de algunos de los residuos de aminoácidos del armazón, para proporcionar
anticuerpos que son menos inmunogénicos que los anticuerpos no humanos parentales, también se incluyen en la
presente invención.
Un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal según la presente invención se puede someter a mutación
genética u otros cambios. Los expertos en la materia entenderán que un anticuerpo monoclonal que puede someter
a técnicas de tecnología de ADN recombinante para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que retienen
la especificidad del anticuerpo original. Dichas técnicas pueden implicar la introducción de ADN que codifica la
región variable de inmunoglobulina, o las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de un anticuerpo
a las regiones constantes, o regiones constantes más regiones del armazón, de una inmunoglobulina diferente. Ver,
por ejemplo, EP-A-184187, GB-A-2188638 o EP-A-0239400. La clonación y expresión de anticuerpos quiméricos se
describen en EP-A-0120694 y EP-A-0125023.
Los hibridomas capaces de producir un anticuerpo con características de unión deseadas están dentro del alcance
de la presente invención, como son las células huésped, eucariotas o procariotas, que contienen ácido nucleico que
contienen anticuerpos (incluyendo fragmentos de anticuerpos) y capaces de su expresión. La invención también pro-
porciona procedimientos de producción de los anticuerpos que incluyen el crecimiento de una célula capaz de producir
el anticuerpo en condiciones en las que se produce el anticuerpo, y preferiblemente se secreta.
Las reactividades de anticuerpos de una muestra se pueden determinar por cualquier medio apropiado. El “etique-
tamiento” con moléculas reporteras individuales es una posibilidad. Las moléculas reporteras pueden generar directa
o indirectamente señales detectables y preferiblemente medibles. La unión de moléculas reporteras puede ser directa o
indirectamente covalente, por ejemplo, a través de un enlace peptídico o no covalente. La unión a través de un enlace
peptídico puede ser como resultado de la expresión recombinante de una fusión de genes que codifican el anticuerpo
y molécula reportera.
Un modo favorecido es mediante unión covalente de cada anticuerpo con un fluorocromo, fósforo o colorante ex-
citado por láser, individual, con características de absorción o emisión espectralmente aisladas. Entre los fluorocromos
adecuados se incluyen fluoresceína, rodamina, ficoeritrina y Texas Red.
Entre los colorantes cromogénicos adecuados se incluyen diaminobencidina.
Entre otros reporteros se incluyen partículas coloidales macromoleculares o material particulado, tal como gra-
nos de látex que están coloreados, son magnéticos o paramagnéticos, y agentes biológica o químicamente activos
que pueden provocar directa o indirectamente señales detectables para ser observadas visualmente, detectadas elec-
trónicamente o registradas de cualquier otra manera. Estas moléculas pueden ser enzimas que catalizan reacciones
que desarrollan o cambian de color o provocan cambios en propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser molecu-
larmente excitables, de manera que las transiciones electrónicas entre estados de energía dan lugar a absorciones o
emisiones espectrales características. Pueden incluir entidades químicas utilizadas junto con biosensores. Se pueden
utilizar sistemas de detección de biotina/avidina o biotina/estreptavidina y alcalina fosfatasa.
El modo de determinar la unión no es una característica de la presente invención y los expertos en la materia son
capaces de elegir un modo adecuado según su preferencia y conocimiento general.
Los anticuerpos según la presente invención se pueden utilizar en el cribado de la presencia de un polipéptido,
por ejemplo, en una muestra de prueba que contiene células o lisado de células tal y como se han descrito, y se
pueden utilizar en la purificación y/o aislamiento de un polipéptido según la presente invención, por ejemplo, siguiendo
la producción del polipéptido mediante la expresión del ácido nucleico codificador para el mismo. Los anticuerpos
pueden modular la actividad del polipéptido al que se unen y así, si el polipéptido tiene un efecto perjudicial en un
individuo, pueden ser útiles en un contexto terapéutico (que puede incluir profilaxis).
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Se puede proporcionar un anticuerpo en un kit, que puede incluir instrucciones para su utilización del anticuerpo,
por ejemplo, en la determinación de la presencia de una sustancia particular en una muestra de prueba. Se pueden in-
cluir uno o más de otros reactivos, tales como moléculas marcadoras, soluciones tampón, eluyentes, etc. Los reactivos
se pueden proporcionar en recipientes que los protegen del medio externo, tal como un vial sellado.
Procedimientos de diagnóstico
En la técnica se conocen un conjunto de procedimientos para analizar muestras biológicas de individuos para
determinar si el individuo transporta un alelo de Pol λ que es de tipo salvaje o que incluye un polimorfismo. El
objetivo de dicho análisis se puede utilizar para el diagnóstico o el pronóstico, en particular para el diagnóstico o el
pronóstico de tumores o malignidades de tumores, para ayudar al médico en la determinación de la gravedad o el
probable transcurso de la condición y/o optimizar el tratamiento del mismo.
De manera amplia, los procedimientos se dividen en los que criban por la presencia de secuencias de ácido nucleico
de Pol λ y aquellos que se basan en la detección de la presencia o ausencia del polipéptido Pol λ o isoformas del mismo.
Los procedimientos utilizan muestras biológicas de individuos que son sospechosos de contener las secuencias de
ácidos nucleicos o polipéptidos. Entre los ejemplos de muestras biológicas se incluyen sangre, plasma, suero, muestras
de tejidos, muestras de tumores, saliva y orina.
Entre las aproximaciones de ejemplo para detectar el ácido nucleico o polipéptidos de Pol λ se incluyen:
(a) comparar la secuencia de ácido nucleico en la muestra con la secuencia de ácido nucleico de Pol λ para deter-
minar si la muestra del paciente contiene una o más mutaciones; o,
(b) determinar la presencia en una muestra de un paciente del polipéptido codificado por el gen POLL y, si está
presente, determinar si el polipéptido es de longitud completa, y/o de tipo salvaje y/o una isoforma del polipéptido de
tipo salvaje y/o está expresado en el nivel normal; o,
(c) utilizar la impresión de huellas de ADN para comparar el patrón de restricción producido cuando un enzima
de restricción corta una muestra de ácido nucleico del paciente con el patrón de restricción obtenido del gen POLL
normal o de mutaciones conocidas del mismo; o,
(d) utilizar un miembro de unión específica capaz de unirse a una secuencia de ácidos nucleicos de Pol λ (una
secuencia normal o una secuencia mutada conocida), el miembro de unión específica que comprende ácido nucleico
hibridable con la secuencia de ácido nucleico de Pol λ, o sustancias que comprenden un dominio de anticuerpo con
especificidad para una secuencia de ácido nucleico de Pol λ nativa o mutada o el polipéptido codificado por el mismo,
marcando el miembro de unión específica de manera que la unión del miembro de unión específica a su compañero de
unión es detectable; o,
(e) utilizar PCR que implica uno o más cebadores basados en la secuencia de gen POLL normal o mutado para el
cribado de gen POLL normal o mutante en una muestra de un paciente.
Una “pareja de unión específica” comprende un miembro de unión específica (sbm) y un compañero de unión (bp)
que tienen una especificidad concreta entre sí y que en condiciones normales se unen entre sí en preferencia a otras
moléculas. Entre los ejemplos de parejas de uniones específicas están antígenos y anticuerpos, moléculas y receptores
y secuencias de nucleótidos complementarias. El experto será capaz de pensar en muchos otros ejemplos que no son
necesarios de indicar en la presente. Además, el término “pareja de unión específica” también es aplicable tanto si uno
o ambos de un miembro de unión específica y el compañero de unión comprenden una parte de una molécula mayor.
En realizaciones en las que la pareja de unión específica son secuencias de ácido nucleico, tendrá la longitud para
hibridarse entre sí en condiciones del ensayo, preferiblemente mayor a 10 nucleótidos de largo, más preferiblemente
a 15 ó 20 nucleótidos de largo.
En la mayoría de las realizaciones de la invención que se refieren al cribado de ácido nucleico de Pol λ, la muestra
se iniciará inicialmente, por ejemplo, utilizando PCR, para incrementar la cantidad de analito en comparación con otras
secuencias presentes en la muestra. Esto permite detectar las secuencias diana con un grado elevado de sensibilidad
si están presentes en la muestra. Esta etapa inicial se puede evitar utilizando técnicas de “arrays” altamente sensibles
que cada vez son más importantes en la técnica.
Una forma variante del gen POLL puede contener una o más inserciones, deleciones, sustituciones y/o adiciones
de uno o más nucleótidos en comparación con la secuencia de tipo salvaje que puede o no interrumpir la función del
gen. Las diferencias a nivel de ácido nucleico no se reflejan necesariamente por una diferencia en la secuencia de
aminoácidos del polipéptido codificado, pero se puede unir a una disfunción conocida. Sin embargo, una mutación u
otra diferencia en un gen puede dar lugar a un desplazamiento del marco o un codón de parada, que podría afectar
seriamente a la naturaleza del polipéptido producido (si se produce), o una mutación puntual o un cambio mutacional
brusco al polipéptido codificado, incluyendo la inserción, deleción sustitución y/o adición de uno o más aminoácidos o
regiones en el polipéptido. Una mutación en la secuencia promotora u otra región reguladora puede prevenir o reducir
la expresión del gen o afectar el procesamiento o estabilidad del trascrito de ARNm. Un ejemplo de un polimorfismo
de nucleótido individual asociado a tumorogénesis es la transición del cambio individual de una pareja de bases (C a
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T) en la posición 1683 de ADNc de Pol λ que da lugar a un cambio en el residuo de aminoácido 438 (Arg) a triptófano
(Trp) en la región de codificación de Pol λ.
Existen varios procedimientos para determinar la presencia o ausencia en una muestra de prueba de una secuen-
cia de ácido nucleico particular o un mutante, variante o alelo de la misma. Entre los ejemplos de las pruebas se
incluyen la secuenciación de nucleótidos, hibridación utilizando ácidos nucleicos inmovilizados en chips, pruebas
de fenotipo molecular, pruebas de truncamiento de proteínas (PTT), pruebas de polimorfismo conformacional de
cadena individual (SSCP), detección de división por mal emparejamiento y electroforesis en gel con gradiente des-
naturalizante (DGGE). Estas técnicas y sus ventajas y desventajas se revisan en Nature Biotechnology, 15:422-426,
1997.
Las pruebas se llevan a cabo en preparaciones que contienen ADN, ADNc y/o ARNm genómico. La prueba con
ADNc o ARNm tiene la ventaja de la complejidad del ácido nucleico que se reduce por la ausencia de las secuencias de
intrones, pero la posible desventaja de tiempo extra y esfuerzo que se requiere en la realización de las preparaciones.
El ARN es más difícil de manipular que el ADN a causa de la amplia aparición de ARNasas.
El ácido nucleico en una muestra de prueba se puede secuenciar y la secuencia se puede comparar con la secuencia
mostrada en a la SEC ID No: 4, para determinar si hay una diferencia presente. Si es así, la diferencia se puede
comparar con alelos de susceptibilidad conocida para determinar si el ácido nucleico de prueba contiene una o más de
las variaciones indicadas.
Dado que generalmente no será eficaz a nivel de tiempo y trabajo secuenciar todos los ácidos nucleicos en una
muestra de prueba o incluso todo el gen POLL, se puede utilizar una reacción de amplificación específica, tal como
PCR, utilizando una o más parejas de cebadores para amplificar la región de interés en el ácido nucleico, por ejemplo, el
gen POLL o una región particular en la que las mutaciones asociadas con una susceptibilidad a una de las condiciones
mencionadas anteriormente. A continuación, el ácido nucleico amplificado se puede secuenciar como se ha indicado
anteriormente, y/o probar de otra manera para determinar la presencia o ausencia de una característica particular. El
ácido nucleico para probar se puede preparar a partir de ácido nucleico extraído de células o en una biblioteca que
utiliza un conjunto de otras técnicas, tales como la digestión con enzimas de restricción y electroforesis.
El ácido nucleico se puede cribar utilizando una sonda específica de variante o alelo. Dicha sonda corresponde
en la secuencia a una región del gen POLL, o su complemento, que contiene una alteración de la secuencia conocida
por asociarse con una susceptibilidad a las condiciones mencionadas anteriormente. En condiciones adecuadamente
severas, la hibridación específica de dicha sonda para ensayar el ácido nucleico es indicativo de la presencia de la
alteración de la secuencia en el ácido nucleico de prueba. Para objetivos de cribado eficaces, se puede utilizar más de
una sonda en la misma muestra de prueba.
Los oligonucleótidos específicas de alelo o variante se pueden utilizar de forma similar en PCR para amplificar
específicamente secuencias concretas si están presentes en una muestra de prueba. La evaluación de si la banda de PCR
contiene una variante del gen se puede llevar a cabo de diferentes maneras que son familiares para los expertos en la
materia. El producto de PCR se puede tratar por ejemplo de manera que permite mostrar la mutación o polimorfismo
en un gel de poliacrilamida de secuenciación de ADN desnaturalizante, con bandas específicas que se unen a las
variantes del gen seleccionadas.
Una alternativa o complemento para buscar la presencia de secuencias variantes en una muestra de prueba es buscar
la presencia de la secuencia normal, por ejemplo, utilizando una sonda o cebador de oligonucleótidos adecuadamente
específicos.
Se pueden emplear aproximaciones que se basan en la hibridación entre una sonda y ácido nucleico de prueba y la
posterior detección de un defecto. En condiciones apropiadas (temperatura, pH, etc.), una sonda de oligonucleótidos se
hibridará con una secuencia que no es completamente complementaria. El grado de emparejamiento de bases entre las
dos moléculas será suficiente para que se hibriden a pesar del defecto. En la técnica se conocen varias aproximaciones
para detectar la presencia de un defecto entre dos moléculas de ácidos nucleicos que se hibridan.
Por ejemplo, la ARNasa A divide en el sitio del defecto. La división se puede detectar mediante la electroforesis
del ácido nucleico de prueba al que se ha hibridado la sonda o sondas pertinentes y buscando moléculas más pequeñas
(es decir, moléculas con una mayor movilidad electroforética) que el híbrido de prueba/sonda de longitud completa.
Otras aproximaciones se basan en la utilización de enzimas, tales como resolvasas o endonucleasas.
De este modo, una sonda de oligonucleótidos que tiene la secuencia de una región del gen POLL normal (cadena
de sentido o antisentido) en la que se conocen las mutaciones que aparecen se puede hibridar a ácido nucleico de
prueba y determinar la presencia o ausencia de un defecto. La detección de la presencia de un defecto puede indicar
la presencia en el ácido nucleico de prueba de una mutación. Por otro lado, una sonda de oligonucleótidos que tiene
la secuencia de una región del gen POLL que incluye una mutación se puede hibridar a ácido nucleico de prueba y se
puede determinar la presencia o ausencia de un defecto. La ausencia de un defecto puede indicar que el ácido nucleico
en la muestra de prueba tiene la secuencia normal. En cualquier otro caso, se puede utilizar una batería de sondas a
regiones diferentes del gen.
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La presencia de diferencias de moléculas de ácidos nucleicos se puede detectar mediante la digestión con enzimas
de restricción, tal como en un procedimiento de impresión de huellas de ADN en el que el patrón de restricción
producido cuando uno o más enzimas de restricción se utilizan para cortar una muestra de ácido nucleico se compara
con el patrón obtenido cuando una muestra que contiene el gen normal o una variante o alelo se digiere con la misma
enzima o enzimas.
La presencia o ausencia de un elemento regulador importante en un promotor u otra secuencia reguladora localizada
en intrones también se puede evaluar determinando el nivel de producción de ARNm por transcripción o el nivel de
producción de polipéptido por traducción del ARNm.
Una muestra de prueba de ácido nucleico se puede proporcionar por ejemplo mediante la extracción de ácido
nucleico de células, por ejemplo, en saliva o preferiblemente sangre, o para pruebas prenatales del propio líquido
amniótico, placenta o feto.
Existen varios procedimientos para determinar la presencia o ausencia en una muestra de prueba de un polipéptido
concreto, tal como el polipéptido con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC Id No: 4 o una secuencia de
aminoácidos mutante, variante, alelo o isoforma de la misma.
Una muestra se puede examinar por la presencia de un compañero de unión para un miembro de unión específica,
tal como un anticuerpo (o mezcla de anticuerpos), específico para una o más variantes particulares del polipéptido
Pol λ.
Una muestra se puede examinar por la presencia de un compañero de unión para un miembro de unión específica,
tal como un anticuerpo (o mezcla de anticuerpos), específico para el polipéptido.
En dichos casos, la muestra se puede examinar por estar en contacto con un miembro de unión específica, tal como
un anticuerpo en condiciones apropiadas para la unión específica, antes de determinar la unión, por ejemplo, utilizando
un sistema reportero, tal y como se ha descrito anteriormente. Cuando se utiliza un conjunto de anticuerpos, se pueden
utilizar diferentes marcadores informadores para cada anticuerpo, de manera que se puede determinar la unión de cada
uno.
Un miembro de unión específica, tal como un anticuerpo, se puede utilizar para aislar y/o purificar su polipéptido
compañero de unión de una muestra de prueba, para permitir el análisis de la secuencia y/o análisis bioquímico del
polipéptido y determinar si tiene la secuencia y/o propiedades del polipéptido Pol λ, o si es una forma mutante o
variante. La secuencia de aminoácidos es una rutina en la técnica que utiliza máquinas de secuenciación automáticas.
Terapias farmacéuticos y con péptidos
Los polipéptidos Pol λ y antagonistas y agonistas pueden ser útiles en el tratamiento de un amplio rango de
trastornos. En particular, los inhibidores de la enzima Pol λ se podría utilizar para tratar el cáncer, en particular en
combinación con fármacos, producen daño del ADN, por ejemplo, conducir las células a la apoptosis, evitando así las
células enfermas del daño de reparación provocado por el tratamiento con el fármaco. Además, el papel del Pol λ en
los procesos de reparación de ADN con probabilidad de error puede conducir a la generación de la respuesta inmune
secundaria, tal como una recombinación de cambio de clase e hipermutación somática. De este modo, los inhibidores
de Pol λ se podría utilizar en el tratamiento de inmunosupresión, psoriasis, artritis y rechazo injertos.
Los polipéptidos Pol λ, inhibidores, antagonistas (por ejemplo, anticuerpos), péptidos y ácidos nucleicos de la
invención se pueden formular en composiciones farmacéuticas. Estas composiciones pueden comprender, en adición
a una de las sustancias anteriores, un excipiente, portador, tampón, estabilizador farmacéuticamente aceptables u
otros materiales conocidos por los expertos en la materia. Dichos materiales deberían ser no tóxicas y no deberían
interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza exacta del portador u otro material puede depender en
la ruta de administración, por ejemplo, rutas orales, intravenosas, cutáneas o subcutáneas, nasales, intramusculares o
intraperitoneales.
Las composiciones farmacéuticas para administración oral pueden estar en forma de comprimidos, cápsulas, polvo
o líquido. Un comprimido puede incluir un portador sólido, tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones
farmacéuticas líquidas incluyen generalmente un portador líquido, tal como agua, aceite, aceites animales o vegetales,
aceite mineral o aceite sintético. Se pueden incluir soluciones salinas fisiológicas, dextrosa u otra solución de sacárido
o glicoles, tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.
Para la inyección intravenosa, cutánea o subcutánea, o inyección en el sitio de aflicción, el principio activo estará
en forma den una solución acuosa parenteralmente aceptable que está libre de pirógenos y que tiene un pH adecuado,
isotonicidad y estabilidad. Los expertos en la materia están capacitados para preparar soluciones adecuadas utilizando,
por ejemplo, vehículos isotónicos, tales como Inyección de Cloruro Sódico, Inyección de Ringer, Inyección de Ringer
Lactada. Si se necesita, se puede incluir conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos.
Tanto si es un polipéptido, anticuerpo, péptido, molécula de ácido nucleico, molécula pequeña u otro compuesto
farmacéuticamente útil según la presente invención lo que ha de administrarse a un individuo, la administración es
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preferiblemente en una “cantidad profilácticamente efectiva” o una “cantidad terapéuticamente efectiva” (según sea el
caso, a pesar de que la profilaxis puede considerarse como terapia), siendo ésta suficiente para mostrar un beneficio
al individuo. La cantidad real administrada, la velocidad y tiempo de administración, dependerá de la naturaleza y
gravedad de lo que se trata. La receta del tratamiento, por ejemplo, las decisiones de la dosis, por ejemplo, entra
dentro de la responsabilidad de los médicos de cabecera y otros doctores, y habitualmente tiene en cuenta el trastorno
a tratar, la condición del paciente, el punto de liberación, el método de administración y otros factores conocidos
para los médicos. Entre los ejemplos de las técnicas y protocolos mencionadas anteriormente se pueden encontrar en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16ª Edición, Osol, A. (ed), 1980.
Alternativamente, las terapias de seguimiento se pueden utilizar para liberar el agente activo más específicamen-
te a ciertos tipos de célula, mediante la utilización de sistemas de seguimiento, tales como anticuerpos o ligandos
específicos de células. El seguimiento puede ser deseable por un conjunto de razones; por ejemplo, si el agente es
inaceptablemente tóxico, o si por otro lado requiere una dosis demasiado elevada, o sino es capaz de entrar en las
células diana.
En lugar de administrar estos agentes directamente, se podrían producir en las células diana mediante la expresión
de un gen codificador introducido en las células, por ejemplo, en un vector viral (una variante de la técnica VDEPT -
ver a continuación). El vector se podría dirigir a las células específicas a tratar, o podría contener elementos reguladores
que son activados más o menos de forma selectiva por las células diana.
Alternativamente, el agente se podría administrar en una forma precursora, para la conversión a la forma activa
mediante un agente activador producido en, o dirigido a, las células a tratar. Este tipo de aproximación es conocido
algunas veces como ADEPT o VDEPT; el primero implica el marcaje del agente activador a las células mediante
conjugación a un anticuerpo específico de la célula, mientras que el último implica la producción del agente activador,
por ejemplo, una enzima, en un vector mediante la expresión del ADN codificador en un vector viral (ver por ejemplo,
EP-A-415731 y WO90/07936).
Una composición se puede administrar sola o combinada con otros tratamientos, simultáneamente o secuencial-
mente, dependiendo de la condición a tratar.
Procedimientos de cribado de inhibidores de Pol λ y fármacos
Se puede utilizar un polipéptido según la presente invención en el cribado de moléculas que afectan o modu-
lan su actividad o función. Dichas moléculas pueden ser útiles en un contexto terapéutico (posiblemente incluyendo
profiláctico).
Es bien conocido que la investigación farmacñeutica que conduce a la identificación de un nuevo fármaco puede
implicar el cribado de un gran número de sustancias candidatas, antes e incluso después de encontrar un compuesto
principal. Este es un factor que hace que la investigación farmacéutica sea muy cara y necesite mucho tiempo. Los
medios para ayudar en el proceso de cribado pueden tener una importancia y utilidad comercial considerable.
Un procedimiento de cribado de una sustancia que modula la actividad de un polipéptido puede incluir el contacto
de una o más sustancias de prueba con el polipéptido en un medio de reacción adecuado, examinar la actividad del
polipéptido tratado y comparar esa actividad con la actividad del polipéptido en un medio de reacción comparable
no tratado con la sustancia o sustancias de prueba. Una diferencia en la actividad entre los polipéptidos tratados y no
tratados es indicativa de un efecto modulador de la sustancia o sustancias de prueba pertinentes.
La tecnología de bibliotecas combinatorias proporciona una forma eficaz de probar un número potencialmente
grande de sustancias diferentes por su capacidad de regular la actividad de un polipéptido. Dichas bibliotecas y su
utilización son conocidas en la técnica. Se prefiere la utilización de las bibliotecas de péptidos.
Antes de o a la vez que se criban por su modulación de la actividad, las sustancias de prueba se pueden cribar por su
capacidad de interaccionar con el polipéptido, por ejemplo, en un sistema híbrido doble de levadura (que requiere que
tanto el polipéptido como la sustancia de prueba se pueden expresar en levadura desde el ácido nucleico codificador).
Esto se puede utilizar como cribado general antes de examinar una sustancia por su capacidad real de modular la
actividad del polipéptido. Alternativamente, el cribado se podría utilizar para cribar las sustancias de prueba para
unirse a un compañero de unión específica de Pol λ, para encontrar mimetismos del polipéptido Pol λ, por ejemplo,
para probar como producto terapéutico.
Tras la identificación de una sustancia que modula o afecta a la actividad del polipéptido, la sustancia se puede
investigar a fondo. Además, se puede fabricar y/o utilizar en la preparación, es decir, la fabricación o formulación,
de una composición, tal como un medicamento, composición farmacéutica o fármaco. Éstos se pueden administrar a
individuos.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Clonación del ADNc correspondiente a la Pol λ humana
La clonación del gen POLL se inició identificando en la base de datos pública dbEST(GenBank/EMBL) una
colección de ESTs que presentaban homología elevada con la secuencia de ADNc del gen POLL de ratón, previa-
mente obtenida en el laboratorio. Estas ESTs tienen los siguientes identificadores o números de acceso: AA742404,
AA922738, AI091150, AA989195, W69567, AI123218, AI199486, AA576526, W69888, T81701 y H11886. Todas
corresponden a la región 3’ no traducida excepto la H11886, que parecía contener un segmento de secuencia codifican-
te de Pol λ. Empezando con ADNc total de placenta humana, el ADNc correspondiente a Pol λ se aisló como una serie
de fragmentos solapantes (Figura 1) mediante técnicas de PCR. El primer fragmento (a136-20, Figura 1) se obtuvo
por PCR específica utilizando cebadores derivados de las ESTs citados anteriormente. Este fragmento se solapaba con
la secuencia de la EST H11886, y con la colección de ESTs correspondientes al extremo 3’. Este fragmento, con una
longitud de 1419 pares de bases (pb), está situado entre las posiciones 1107 y 2525 de la secuencia completa que se
describe. El tramo de secuencia 3’-terminal, desde 2526 hasta 2678 se ha tomado de las ESTs.
El segundo fragmento (a60-a, Figura 1) se obtuvo por PCR parcialmente específica, con un cebador de sentido
derivado de la zona del codón de iniciación del gen murino y otro antisentido derivado del fragmento humano a136-
20. Con una longitud de 996 pb contiene la secuencia codificante situada entre las posiciones 380 y 1375 de ADNc de
Pol λ humano. La secuencia de ADNc se completó con el fragmento a91 (Figura 1), mediante RACE 5’. Tiene 504
pb y ocupa las posiciones 1-504. Contiene la región 5’ no traducida y un tramo inicial de la región codificante. Así
pues, el ADNc de Pol λ humano consta de un total de 2678 pb, con una región 5’ no traducida de 371 pb (1-371),
una secuencia codificante de 1728 pb (372-2099) y una región 3’ no traducida de 579 pb (2100-2678). La proteína
derivada Pol λ tiene 575 aminoácidos. Las secuencias codificantes de las especies murina y humana de Pol lambda
comparten una homología del 84% a nivel del ADN. A nivel de proteína, las versiones murina y humana de Pol λ
poseen más de un 80% de homología promedio, que alcanza el 90% en los dominios más conservados y se reduce al
57% en el dominio de conexión entre el BRCT y el core Pol β.
Ejemplo 2
Análisis de PCR de las variantes de Pol λ en ADNc de distinto origen, normal y tumoral
Con objeto de valorar la expresión de las variantes truncadas hPOLLdelta6 y hPOLLdelta (6+7) en distintos tejidos
se preparó un ensayo para la detección de estas variantes de ADNc. El ensayo consiste en la amplificación por PCR
de fragmentos de ADNc correspondientes a cada variante particular de Pol λ. Como cebadores específicos capaces de
discriminar entre las variantes diferentes, se usaron cebadores de sentido específicos splicing, mientras que en todos
los casos se utilizó un cebador antisentido común.
Cebador antisentido para ambas variantes, llamado 2B2, que se dirige a una secuencia común del exón 9:
2B2 5’-GGAGCGGTTGAAGTGTGC-3’
Cebador de sentido específico de la variante hPOLLdelta6, llamado 2B3, fue diseñado de modo que sus 11 nucleó-
tidos 5’ se dirigen a la secuencia terminal del exón 5, mientras que el resto de su secuencia 3’ se dirige al inicio del
exón 7.
2B3 5’-CCTCGTACCAGGGCTTCC-3’
Por su parte, y con el mismo criterio, el iniciador específico de la variante hPOLLdelta(6+7), llamado 2B4, fue
diseñado de modo que su 5’ se dirige al extremo del exón 5 y su 3’ al comienzo del exón 8.
2B4 5’-CACCTCGTACCAGGTCCAGA-3’
Para realizar el ensayo, se combinaron en tubos de reacción separados muestras; de ADNc con las combinaciones
de iniciadores: 1) 2B3 con 2B2 (Figura 3) y 2) 2B4 con 2B2 (Figura 4) a una concentración individual de 1 µM.
La mezcla de reacción contenía Tris-HCl 10 mM pH 9, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, cada nucleótido dATP, dCTP,
dGTP y dTTP a 0,2 mM y Taq ADN pol a 0,025 U/ml. Las reacciones tuvieron lugar durante 40 ciclos sucesivos de
temperatura, siendo cada ciclo de 10 s a 94ºC y 20 s a 60ºC. La homología de los fragmentos obtenidos fue confirmada
mediante clonación y secuenciación.
Ejemplo 3
Expresión y purificación de la Pol λ de ratón y generación de anticuerpos específicas
La región codificante se amplificó mediante PCR a partir del plásmido suministrado por el LLNL, utilizando
cebadores adecuados para una posterior clonación entre los sitios EcoRI y NdeI del vector pT7, o en los sitios EcoRI
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y BamHI del plásmido de expresión pRSETA (Invitrogen). En este último caso se añade una cola de seis histidinas al
extremo amino de la proteína recombinante.
Para la transformación, se empleó la cepa TOP10F’ de E. coli. Una vez comprobadas las construcciones por
secuenciación, la transformación se llevó a cabo en la cepa BL21 (DE3) pLysS de E. coli, que contiene el gen de la
ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor lacUV5, inducible por IPTG. Las inducciones se realizaron a 30,
32 y 37ºC a una A600 de 0,6. Se añadió IPTG (Sigma) a una concentración de 0,5 mM y en algunos casos se añadió
Rifampicina (Sigma) a 120 µg/ml tras 20 minutos de inducción. El tiempo óptimo de inducción se estableció en dos
horas. Alternativamente, las inducciones se realizaron en presencia de 2,5 mM Betaina (Sigma) y 1 M sorbitol (BDH).
En todas las condiciones ensayadas la Pol λ resultó insoluble. En cambio, la expresión de la Pol λ humana en E. coli,
siguiendo la misma estrategia, dio lugar a una proteína soluble y activa.
La fracción insoluble correspondiente a la proteína Pol λ expresada en E. Coli se utilizó para la obtención de
anticuerpos policlonales. Después de separación electroforética en geles preparativos de poliacrilamida en presencia
de SDS, la banda correspondiente a la Pol λ fue cortada del gel y pulverizada utilizando una “French Press”. Alicuotas
correspondientes a 100 µg de proteína Pol λ se utilizaron como antígeno para la inmunización de conejos mediante
inoculación múltiple intradérmica. Los sueros obtenidos después de un protocolo estándar de inmunización fueron
capaces de reconocer la Pol λ mediante análisis por Western blotting.
Ejemplo 5
Cribado PCR/SSCP de toda la región de codificación de Pol λ humano
Se utilizó un conjunto de bibliotecas de ADNc de tejidos humanos normales frente a tumorales (Clontech) como
plantilla para buscar posibles alteraciones genéticas en el gen de Pol λ humano. Se seleccionaron grupos de ceba-
dores para cubrir toda la secuencia codificante del gen de Pol λ humano. Los amplímeros obtenidos se cribado por
separado mediante SSCP. Utilizando los cebadores: 5’-GGCATGTGGTTCATACCGAC sentido y 5’GGAGCGGTT
GAAGTGTGC antisentido, se amplificó una parte del dominio catalítico (-320 bp) de Pol λ, el producto de PCR de
esta región incluyendo la variante polimórfica.
Se diluyeron 5 x alícuotas de plantilla y la alícuota resultante se usó como reserva 5 x para PCR. Todas las
reacciones de PCR se realizaron en condiciones estándar utilizando 10 pmol de cada cebador, dNTPs 0,25 mM, 1
x Taq tampón (10 mM Tris, 50 mM, KCl, gelatina, 0,2 mg/ml BSA, pH 8,5), 0,25 U de Taq polimerasa hasta un
volumen total de 10 ml de mezcla de PCR. Los parámetros de PCR fueron los siguientes, durante 35 ciclos: 94ºC/15
s para la desnaturalización; 60ºC/30 s, para la hibridación de cebador, y 72ºC/15 s para la extensión. A continuación,
los productos de PCR se sometieron a análisis de SSCP.
El ADN genómico de 12 individuos no relacionados se preparó a partir de linfocitos de sangre periférica tal y
como se ha descrito. Las PCRs se llevaron a cabo con aproximadamente 20-50 ng de ADN genómico en condiciones
estándar: 10 pmol de cada cebador, dNTPs 0,25 mM, 1 x Taq tampón (10 mM Tris, 50 mM, KCl, gelatina, 0,2 mg/ml
BSA, pH 8,5), 0,25 U de Taq polimerasa hasta un volumen total de 10 ml de mezcla de PCR. La secuencia de los
cebadores para amplificar la parte del dominio catalítico de Pol λ humano (exón 8 entero) fue: 5’-GGCATGTGGTT
CATACCGAC sentido y 5’TTCCTGCCGAAGACTGTCA antisentido. Los parámetros de PCR fueron los siguientes,
durante 35 ciclos: 94ºC/15 s para la desnaturalización; 60ºC/30 s, para la hibridación de cebador, y 72ºC/15 s para
la extensión. Los productos de PCR se clonaron en el vector de clonación de TA, pCRII (Invitrogen) y se secuenció
mediante el método de colorante de terminación didesoxi automatizado en un secuenciador automático ABI 373
(Applied Biosystems).
El análisis de polimorfismo conformacional de cadena individual (SSCP) se realizó según se describe (Orita y otros,
1989). Los productos PCR se diluyeron en colorante cargado de formamida 1 x y se desnaturalizó a 95ºC durante 3
minutos. Las muestras se aplicaron entonces a gel de poliacrilamida 8% que contenía un 15% de glicerol. Después del
proceso, el gel se tiñó con tal y como se describe: 15 min de fijación en 10% etanol, 10 min de incubación con HNO3
al 1%, 30 min de incubación con AgNO3 al 0,2% que contiene formaldehído 0,1% y desarrollo con Na2CO3 al 3%
que contiene formaldehído 0,05% hasta que parece la banda; 10 min de fijación con ácido acético al 10%.
El polimorfismo conformacional de cadena individual (SSCP) y la secuenciación de ADN se usaron para analizar
los productos de PCR solapantes que cubren el ADNc completo de Pol λ humano, buscando la presencia de mutaciones
asociadas al cáncer. Inicialmente, se utilizó un conjunto de tejidos humanos normales frente a tumorales (Clontech).
Tal y como se muestra en la figura 5, el SSCP ha revelado que se observó una movilidad alterada en el análisis de SSCP
en el caso de una biblioteca de ADNc de carcinoma ovárico en una parte de Pol λ humano próximo al sitio catalítico.
La clonación y secuenciación de estos fragmentos identificó una única sustitución de pares de bases presentes en una
forma homozigótica en ADNc de carcinoma ovárico, mientras que se detectó una constitución heterozigótico en los
perfiles de SSCP correspondientes a biblioteca de ADNc de tejido ovárico normal. Una transición de cambio único de
pareja de bases (C a T) en la posición 1683 de ADNc de Pol λ da lugar a un cambio del residuo de aminoácido 438
(Arg) a triptófano (Trp) en la región de codificación de Pol λ. Se analizó la incidencia de este polimorfismo particular
en la población mediante el cribado del ADN genómico de 12 individuos no relacionados. Los resultados mostraron
una segregación mendeliana de este polimorfismo, con una dominancia suave del alelo que codifica la versión con
Arg. A continuación, se estudiaron los ensayos de actividad de Pol λ humano para cada variante alélica particular.
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Ejemplo 6
Hibridación in situ
La hibridación in situ no radioactiva se llevó a cabo en secciones de tejido de 12-14 µm de grosor montados
sobre portaobjetos recubiertas de poli-L-lisina. Las pruebas de 20 días después de nacer y adultas se diseccionaron
e inmediatamente se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS tratado con DEPC a 4ºC durante toda la noche. Las
secciones sumergidas en agar se hibridaron con 0,1 µg/ml ribosondas marcadas con digoxigenina sentido o antisentido
(Boehringer Mannheim). Finalmente, los portaobjetos se tiñeron con Hoechst 33258, se observó bajo fluorescencia
y microscopio de campo brillante y se registró con cámara CCD. A continuación, los cubreobjetos se extrajeron, los
portaobjetos se deshidrataron y se montaron con DePeX (Serva).
Estos experimentos mostraron que el ARNm de Pol λ no era detectable en la proliferación de espermatogenia, pero
era muy abundante en el citoplasma de espermatocitos de paquiteno, etapa en la tiene lugar la recombinación meiótica.
Ejemplo 7
Caracterización bioquímica de Pol λ humano
La detección de variantes de splicing (no truncadas) de Pol λ humano que podría representar versiones funcionales
de la ADN polimerasa era intrigante, ya que algunas de las formas parecían estar expresadas específicamente en
muestras tumorales. Por lo tanto, se investigó si estas formas podían representar variantes alteradas (mutantes) de la
polimerasa que podrían ser consecuentes para la tumorogénesis.
También se consiguió la expresión de Pol λ humano en E. coli en una forma soluble y activa. Los datos preliminares
indican que Pol λ es altamente propensa a errores, y esto apoya el hecho de que la función de Pol λ se podría asociar
a la reparación de ADN durante la meiosis se debe reconsiderar. La Pol λ se expresa preferencialmente en células
germinales, asociadas al proceso que genera los gametos. Teniendo en cuenta que esta enzima es capaz de introducir
mutaciones cuando se polimeriza en plantillas no dañadas, la función de Pol λ podría ser generar cierto grado de
variabilidad en las células germinales, y que dicho fondo de mutagénesis podría ser crítica para la evolución del
genoma.
Las evidencias para dicha función putativa deriva del análisis in Vitro de la polimerización de ADN catalizada por
Pol λ humano. Para demostrar que Pol λ se comporta como una mutasa, se utilizó un ensayo in vitro no ambiguo en
el que la cadena plantilla es homopolimérica (poli dT), y por tanto, la cadena cebadora (oligo dA) se puede extender
con dATP como la única correcta (nucleótido complementario). A diferencia de la enzima de control con una fidelidad
de inserción significativa (Klenow), la incorporación de dATP marcada por Pol lambda humana se inhibió fuerte-
mente mediante la adición de una concentración relativamente baja (1 µM) de cada uno de los desoxinucleótidos no
complementarios. El nivel de inhibición era incluso superior a la descrita previamente para Pol mu (una mutasa), ver
figura 7.
La figura 8 también muestra que la inhibición de Pol λ es independiente de la naturaleza de la activación de iones
magnesio o manganeso utilizados en el ensayo.
De este modo, es probable que tendencia a error de Pol λ hace que la enzima sea un buen candidato para
crear/cambiar la información de ADN durante los procesos orientados para generar la viabilidad como, es decir
hipermutación somática y/o quizás predominantemente como un proceso específico que tiene lugar durante la ga-
metogénesis. La última idea estaría apoyada por la expresión predominante de Pol λ en espermatocitos de paquiteno
y espermatidos redondos.
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido de ADN polimerasa λ (Pol λ) aislado que comprende una secuencia de aminoácidos tal y como se
establece en la SEC ID No: 5
2. Polipéptido Pol λ según la reivindicación 1, en el que el residuo de arginina de la posición 438 se sustituye por
triptófano.
3. Polipéptido de ADN polimerasa λ (Pol λ) aislado que comprende una secuencia de aminoácidos tal y como se
establece en la SEC ID No: 2.
4. Isoforma de polipéptido de ADN polimerasa λ (Pol λ) aislada que comprende una secuencia de aminoácidos tal
y como se establece en cualquiera de las SEC ID Nos: 7, 9 ó 11.
5. Polipéptido aislado que tiene actividad de ADN polimerasa y que tiene por lo menos un 60% de homología de
la secuencia de aminoácidos con el polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
6. Polipéptido aislado que tiene actividad de ADN polimerasa y está codificado por ácido nucleico capaz de hibri-
darse en condiciones severas a una secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido Pol λ según cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.
7. Polipéptido aislado que tiene de actividad de ADN polimerasa y es una secuencia variante o alela de un polipép-
tido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que tiene por lo menos un 60% de homología de secuencia
con cualquier secuencia de aminoácidos mostrada en las SEC ID Nos: 1 ó 4.
8. Fragmento o parte activa aislada de un polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde
dicha parte activa o fragmento tiene actividad de ADN polimerasa.
9. Molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.
10. Molécula de ácido nucleico aislada que comprende la secuencia de codificación de Pol λ tal y como se establece
en las SEC ID Nos: 1 ó 4.
11. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 10, que tiene un polimorfismo de nucleótido individual
(C a T) en la posición 1683 de ADNc de Pol λ, que da lugar a un cambio en el residuo de aminoácido 438 (Arg) a
triptófano (Trp).
12. Molécula de ácido nucleico aislada que comprende ácido nucleico que tiene una secuencia tal y como se
establece en las SEC ID Nos: 6, 8 ó 10.
13. Molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido que tiene una actividad de ADN polimerasa y
comparte por lo menos un 90% de homología de la secuencia con la secuencia de codificación de Pol λ tal y como se
establece en las SEC ID Nos: 1 ó 4.
14. Molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido que tiene actividad de ADN polimerasa y que
es capaz de hibridarse en condiciones severas tal y como se describe en la presente a una secuencia de ácido nucleico
tal y como se establece en las SEC ID Nos: 1, 4, 6, 8 ó 10.
15. Vector de expresión que comprende una secuencia de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones
8 a 14 unido operativamente a secuencias de control para dirigir su expresión.
16. Vector según la reivindicación 15, en el que el vector es un plásmido, cósmico, bacteriófago o vector viral.
17. Célula huésped transformada con el vector de expresión según la reivindicación 15 ó 16.
18. Procedimiento para producir el polipéptido Pol λ, o una isoforma, fragmento o parte activa del mismo, com-
prendiendo el procedimiento el cultivo de células huésped según la reivindicación 17 y el aislamiento del polipéptido
Pol λ producido de esta manera.
19. Vector que comprende la secuencia de ácidos nucleicos según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14 para
la utilización en un procedimiento de terapia génica.
20. Composición que comprende la molécula de ácido nucleico de Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones
10 a 14.
21. Composición que comprende polipéptidos Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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22. Polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la utilización en un procedimiento de
tratamiento médico.
23. Anticuerpo que es capaz de unirse específicamente a un polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 8.
24. Utilización de un anticuerpo según la reivindicación 23 para (a) detectar o cuantificar la presencia o cantidad
de un polipéptido Pol λ en un ensayo o (b) purificar un polipéptido Pol λ o (c) como un inhibidor de la actividad
biológica de Pol λ.
25. Procedimiento de producción de un anticuerpo capaz de unirse específicamente a Pol λ, comprendiendo el
procedimiento la utilización del polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 como inmunógeno.
26. Utilización de un polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para el cribado de compuestos
candidatos que (a) comparten una actividad biológica de Pol λ o (b) se unen al polipéptido Pol λ o (c) inhiben una
actividad biológica de un polipéptido Pol λ.
27. Utilización de un polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que tiene actividad e ADN
polimerasa para reparar o reconstruir una molécula de ADN.
28. Utilización de la molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 10 a 14 para el diseño de cebadores
para la amplificación de una secuencia de ácido nucleico de Pol λ.
29. Procedimiento para determinar la presencia de ácido nucleico de Pol λ o una forma mutada del mismo y/o
mutaciones en la secuencia de ácidos nucleicos en una muestra de prueba, comprendiendo el procedimiento:
(a) poner en contacto una muestra de prueba de un ácido nucleico y una sonda capaz de hibridarse a la secuencia
de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14; y
(b) determinar si la sonda de ácido nucleico se une al ácido nucleico presente en la muestra de prueba.
30. Procedimiento para amplificar una secuencia de ácido nucleico de Pol λ en una muestra de prueba, compren-
diendo el procedimiento:
(a) la amplificación de la secuencia de ácido nucleico de Pol λ con un cebador basado en la secuencia de ácido
nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14; y
(b) la separación del ácido nucleico de Pol λ amplificado producido de esta manera.
31. Procedimiento para determinar la presencia de ácido nucleico de Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones
9 a 14 o polipéptido de Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en una muestra de prueba, comprendiendo
el procedimiento una o más de entre:
(a) comparar la secuencia de ácido nucleico en la muestra con toda o parte de la secuencia de ácido nucleico de
Pol λ establecida en SEC ID No. 4 para determinar si la muestra del paciente contiene una o más mutaciones; o,
(b) determinar la presencia en una muestra de un paciente del polipéptido de Pol λ y, si está presente, determinar
si el polipéptido es de longitud completa, y/o de tipo salvaje y/o una isoforma del polipéptido de tipo salvaje y/o está
expresado en el nivel normal; o,
(c) utilizar la impresión de huellas de ADN para comparar el patrón de restricción producido cuando un enzima de
restricción corta una muestra de ácido nucleico del paciente con el patrón de restricción obtenido del ácido nucleico
según cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14; o,
(d) utilizar un miembro de unión específica capaz de unirse a una secuencia de ácidos nucleicos de Pol λ según
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, comprendiendo el miembro de unión específica ácido nucleico hibridable
con la secuencia de ácido nucleico de Pol λ, o sustancias que comprenden un dominio de anticuerpo con especificidad
para una secuencia de ácido nucleico de Pol λ nativa o mutada o el polipéptido codificado por el mismo, marcando
el miembro de unión específica de manera que la unión del miembro de unión específica a su compañero de unión es
detectable; o,
(e) utilizar PCR que implica uno o más cebadores basados en la secuencia según cualquiera de las reivindicaciones
9 a 14 para el cribado de gen POLL normal o mutante en una muestra de un paciente.
32. Procedimiento según la reivindicación 31, en el que la secuencia de ácidos nucleicos de Pol λ según cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 14 comprende una mutación en la posición 2576 para sustituir citosina por timidina y una
mutación en la posición 2579 para sustituir timidina por guanidina.
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33. Procedimiento según la reivindicación 31 ó 32, en el que el procedimiento es para el diagnóstico o el pronóstico
de un tumor asociado a Pol λ o una isoforma de la misma.
34. Procedimiento para identificar un compuesto que es capaz de modular la reparación de ADN, comprendiendo
el procedimiento:
(a) poner en contacto un polipéptido Pol λ según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y un compuesto candidato;
y,
(b) determinar si el compuesto candidato se une a y/o modula la actividad de ADN polimerasa del polipéptido
Pol λ.
35. Procedimiento según la reivindicación 34, en el que el procedimiento se lleva a cabo en una línea celular que
expresa el polipéptido Pol λ.
36. Procedimiento según la reivindicación 34 ó 35, en el que la modulación provocada por el compuesto se deter-
mina en un ensayo para la actividad de ADN polimerasa.
37. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 34 a 36, que además comprende:
(c) seleccionar un compuesto candidato que es capaz de inhibir la actividad de ADN polimerasa de Pol λ.
38. Utilización de células huésped según la reivindicación 17 para el desarrollo de animales no humanos transgé-
nicos caracterizado por el hecho de que la expresión del polipéptido Pol λ está constituido o es específico del tejido
o porque presenta un proceso patológico que está basado en un defecto de reparación del ADN.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS
<120> ADN polimerasa lambda humana, un marcador tumoral nuevo
<130> ADN polimerasa lambda
<140>
<141>
<160> 11
<170> PatentIn Ver 2.1
<210> 1
<211> 2336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> CDS
<222> (84)..(1805)
<400> 1
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<210> 2
<211> 573
<212> PRT
<213> Mus musculus
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<210> 3
<211> 8300
<212> ADN
<213> HOUSE MOUSE
<220>
<221> exon
<222> 1.58
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<220>
<221> exon
<222> 828.964
<220>
<221> exon
<222> 1625..1919
<220>
<221> exon
<222> 2512..2829
<220>
<221> exon
<222> 4472..4645
<220>
<221> exon
<222> 5356..5484
<220>
<221> exon
<222> 6898..7066
<220>
<221> exon
<222> 7405..8300
<220>
<221> microsatélite (CAAA)n
<222> 1079..1156
<220>
<221> microsatélite (CAAA)n
<222> 3088..3138
<220>
<221> microsatélite AT rich
<222> 1565..1599
<220>
<221> microsatélite (GT)n
<222> 3779..3823
<220>
<221> microsatélite (GT)n
<222> 4914..4982
<220>
<221> microsatélite (TGG)n
<222> 3874..3901
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<220>
<221> microsatélite (GCCTCT)n
<222> 4017..4272
<400> 3
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<210> 4
<211> 2678
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (372)..(2099)
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<400> 4
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<210> 5
<211> 575
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
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<210> 6
<211> 720
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
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<400> 6
<210> 7
<211> 239
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 7
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<210> 8
<211> 657
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
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<400> 8
<210> 9
<211> 77
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 9
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<210> 10
<211> 528
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 10
<210> 11
<211> 175
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
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<400> 11
29
